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Über den Mechanismus 
der Fructoseoxydation in Phosphatlösungen. 


Von 
Otto Meyerhof und Kennosuke Matsuoka. 


[Aus dem physiologischen Institut der Universität Kiel 
(Eingegangen am 31. Mai 1924). 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bis vor kurzem war es im Modellversuch nicht gelungen, Kohle- 
hydrate unter physiologischen Bedingungen zu verbrennen, d. h. bei 
Körpertemperatur und neutraler Reaktion unter Einwirkung des 
atmosphärischen Sauerstoffs bis zu Kohlensäure zu oxydieren. Aller- 
dings hatten O. Meyerhof und H.Weber?) gezeigt, daß Fructose und 
ebenso Hexosephosphorsäure im Gegensatz zu Glucose an der Ober- 
fläche von Tierkohle schwach oxydiert werden. Diese Oxydation ist 
jedoch verhältnismäßig sehr gering im Vergleich zu der energischen 
Oxydation, der nach der Entdeckung Warburgs die Aminosäuren an 
der Tierkohleoberfläche unterliegen?). Nun haben soeben Warburg 
und Yabusoe?) beschrieben, daß Fructose in konzentrierten Phosphat- 
lösungen (ohne Kohle) spontan oxydiert wird, und zwar merklich schon in 
ganz schwach saurer oder neutraler Reaktion (py 6,2 und 6,8), aber nach 
der alkalischen Seite hin steigend. Ferner erwies sich die Oxydation 


stark abhängig von der Konzentration der Fructose und des Phosphats. : 


In allen Fällen bildete sich Kohlensäure zu Lé des verbrauchten Sauer- 
stoffs.. Über den Mechanismus der Reaktion machen die Autoren 
jedoch keine Annahme, sondern sagen nur, daß es sich um eine spezifische 
Reaktion ‚zwischen Phosphat, Fructose und molekularem Sauerstoff 
handelt“. Das Phosphat ließ sich in ihren Versuchen durch kein anderes 
Salz ersetzen. 








1) Die Arbeit wurde mit Unterstützung der Rockefellerstiftung aus- 
geführt, der wir auch hier unseren besten Dank sagen. 

2) Diese Zeitschr. 188, 174, 1923. 

3) Ebendaselbst 118, 257, 1921. 

t) Ebendaselbst 146, 380, 1924. 
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Wir haben uns die Frage vorgelegt, ob diesem Vorgang nicht 
ebenfalls eine Metallkatalyse zugrunde liegt, wie bei den bisher auf- 
geklärten scheinbaren Autoxydationen physiologisch wichtiger Sub- 
stanzen. Bezüglich der Aminosäuren ist von Warburg und Brefeld!) 
gezeigt, daß die bloße Adsorption an der Tierkohle keine Oxydation 
veranlaßt, sondern daß festgebundenes Eisen dafür unerläßlich ist, 
und ebenso haben Warburg und Sakuma unwiderleglich bewiesen, daß 
das Cystein entgegen der bisherigen Annahme (Mathews und Walker, 
Abderhalden und Wertheimer u. a.) seine scheinbare Autoxydabilität 
der Anwesenheit von Eisenverunreinigungen verdankt?). Ebenso 
konnte 0. Meyerhof wahrscheinlich machen?), daß auch die Oxydation 
der Linolensäure durch das präformierte Sulfhydrilsystem der Zelle 
die Anwesenheit von Metallspuren verlangt, die offenbar mit den 
SH-Gruppen eine sauerstoffübertragende Komplexverbindung eingehen. 
Gegen die Annahme solcher Metallkatalyse in unserem jetzigen Falle 
spricht vielleicht, daß nach Warburg und Yabusoe eine weitere Um- 
kristallisation der analysenreinen Fructose die Oxydation nicht ab- 
schwächt und daß sich in den Versuchen der Autoren sonst keine 
Anhaltspunkte für solche Vorstellung ergeben. 

Es gelang uns nun, mit Sicherheit nachzuweisen, daß hier ebenfalls 
eine Metallkatalyse nach Art der bisher erwähnten zugrunde liegt. 
Zum Beweise dienen 1. die spezifische Hemmung durch diejenigen 
Substanzen, die mit Metall stabile Komplexsalze bilden können, an 
erster Stelle Blausäure und Natriumpyrophosphat; 2. die spezifische 
Steigerung durch bestimmte Metalle, und zwar Kupfer, Eisen, Mangan, 
wobei Kohlensäure sich im gleichen Verhältnis bildet wie bei der 
direkten Oxydation; 3. die Aufhebung dieser Oxydationssteigerung 
durch Blausädre. Andererseits ergibt sich 4. in Übereinstimmung mit 
dieser Annahme, daß sich die Phosphorsäure durch die chemisch ver- 
wandte Arsensäure vollständig ersetzen läßt. Es liegt also eine Gruppen- 
reaktion dieser Stoffe mit Fructose und Metall vor®). 

Die Bildung komplexer Metallsalze mit Zucker ist bekannt; es 
handelt sich hier aber wohl wesentlich um Reaktion der OH-Gruppen 
des Zuckers. Doch bestehen unter bestimmten Umständen Unter- 
schiede in dem Sinne, daß Fructose die Ausfällung eines Metallhydroxyds 
verhindert, wo Glucose und Saccharose unwirksam sind. So wird 


1) Diese Zeitschr. 145, 461, 1924. 

2) Pflügers Arch. 200, 203, 1923; diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 

3) Pflügers Arch. 199, 531, 1923; 200, 1, 1923. 

4) Das System Fructose + Arsenit nimmt ebenfalls bei Ge 8 rasch 
Sauerstoff auf, während Arsenit ohne Fructose beständig ist. Hier handelt 
es sich aber wohl um eine Oxydation der arsenigen Säure, nicht der 
Fructose. Die Oxydation wird durch KCN stark beschleunigt. 
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nach Stern und Fränkel, sowie Stern und Hirsch!) Bleiacetat in Gegen- 
wart von Invertzucker und Fructose durch konzentriertes Na, Oe 
nicht oder nur sehr langsam gefällt, wohl aber in Gegenwart anderer 
Zucker. Nach Winter?) ist Wismutnitrat in 40proz. Fructoselösung 
klar löslich, nicht aber in Glucose. Was die Beteiligung des Phosphats 
an dem Komplex anlangt, so ist ja bekanntlich die Hexosediphosphor- 
säure der Gärung, die nach Embden auch im Muskel vorkommt, Fructose- 
phosphorsäure, die zwar auch aus anderen Zuckern gebildet werden 
kann, jedoch in jedem Falle bei der Spaltung Fructose liefert?). Danach 
besteht offenbar eine besondere Affinität zwischen Fructose und 
Phosphorsäure. Trotzdem beruht die hier untersuchte Oxydation 
keineswegs auf der Bildung solcher Hexosephosphorsäure. Diese ist 
vielmehr in Gegenwart konzentrierter Phosphatlösung und Sauerstoff 
stabil. 


Methodik. 


Die Messung der Oxydationsgeschwindigkeit wurde in etwa 14 ccm 
fassenden, an Barcroftmanometern angeschmolzenen kegelförmigen Ge- 
fäßen vorgenommen, die einen seitlichen Stopfen zum Einleiten von Sauer- 
stoff hatten. Wir benutzten stets 2 ccm Lösung 5proz. Fructose (Lävulose 
puriss. crist. Merck); die Stammlösung der Phosphate war molar, hiervon 
wurden zwischen 0,5 und l cem verwandt, so daß die Konzentration im 
Versuch zwischen m/4 und m/2 lag. Alle Versuche fanden in reinem Sauer- 
stoff bei 37° statt. Die Ablesungen geschahen meist nach 20, 40 und 60 Mi- 
nuten. In einzelnen Versuchen mit Blausäure wurde in den Einsatz der 
Atmungsgefäße keine Natronlauge gegeben, um die Abdestillation der Blau- 
säure zu verhindern, doch wurden die Resultate hierdurch nicht beeinflußt. 
Die Methodik stimmte im übrigen mit der von Warburg und Yabusoe be- 
nutzten überein. Die Woasserstoffionenkonzentration, die sich durch die 
Anwesenheit der Fructose etwas nach der sauren. Seite verschiebt, wurde 
am Schluß des Versuchs durch Vergleich mit Sörensenschen Standard- 
gemischen festgestellt. Als Puffergemische benutzten wir erstens Gemische 
von primärem und sekundärem Phosphat und dann, um weiter nach der 
alkalischen Seite zu kommen, Glykokollgemische. Doch waren diese in 
Gegenwart von Blausäure nicht zu brauchen, da sie die Hemmungen stark 
abschwächten. EBEbensowenig eignen sich Gemische von NaOH und Bor- 
säure, da diese in Fructosegegenwart sich wie eine starke Säure verhält und 
obendrein selber hemmt (s. unten S. 6). Daher fügten wir häufig direkt 
Natronlauge zu der Na,HPO,-Lösung und bestimmten am Schluß die 
De durch Indikatoren. 


1. Die Blausäurehemmung im System Fructose— Phosphat. 


Setzt man zu einem Phosphatgemisch von pe 7,0 KCN in steigen- 
den Mengen, so beobachtet man keine Hemmung bis zu n /100 KCN, 





1) Zeitschr. f. angew. Chem. 1898, 579; 1894, 116, 521. 

2) Liebigs Ann. 244, 325. 

3) Harden und Young, Proc. Roy. Soc. 82, 321, 1910; Young, eben- 
daselbst 81, 528, 1909. 
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und erst n/40 hemmt knapp 50 Proz. Dies liegt jedoch nur an der 
H-Ionenkonzentration, und je weiter man in das alkalische Gebiet 
kommt, bis etwa 75 8,8, wachsen die Hemmungen an. Bei dieser 
Wasserstoffzahl hemmt n/10000 KCN etwa 50 Proz., n/100 90 Proz. 
Auch bei den höchsten Blausäurekonzentrationen und zunehmend 
alkalischer Reaktion bleibt noch eine Restoxydation übrig. Diese 
rührt zur Hauptsache da- 
her, daß die von der An- 
wesenheit des Phosphats 
unabhängige Oxydation der 
Fructose durch Alkali be- 
reits bei py 8,8 merkbar 
zu werden beginnt und bei 
weiter zunehmender OH- 
Konzentration stark an- 
steigt. Bei den angege- 
benen Mengen und Konzen- 
trationen beträgt in reiner 
Glykokollösung (ohne Phos- 
phat) der Sauerstoffver- 
brauch in 30 Minuten bei 
Py 9,2 etwa 25 cmm O,, bei 
Pa 9,5: 55cmm O, bei 
Py 10,2: 110 cmm Oe, Be- 
merkenswerterweise ist nun 
diese Fructoseoxydation 
durch Alkali keineswegs 
unempfindlich gegen Blau- 
säure, doch wird sie erst 
bei höheren KCN-Konzen- 
Py 30 72 3% 76 78 40 82 84 85 88 30 32 3+ 3698  trationen gehemmt, so daB 
Abb.2. Oxydationsgeschwindigkeit mit und ohne KCN die jn n / 100 KCN beob- 
es achtete Restoxydation auf 

diese Alkalioxydation zu beziehen ist. Diese Alkalioxydation wird 
bei py 9,5 in 30 Minuten durch n/100 KCN etwa 50 Proz. gehemmt, 
durch n/10 KCN komplett. Jedoch lassen die Hemmungen im Laufe 
der Zeit stark nach und verschwinden später ganz. Gleichwohl spricht 
dies Resultat dafür, daß auch die Oxydation der Fructose durch Alkali 
unter Mitwirkung katalytisch wirkender Metallspuren zustande kommt. 
Kommen wir auf die Blausäurehemmung der Fructoseoxydation in 
Phosphatlösung zurück, so dürfte sie ohne die erwähnte Komplikation 
bei etwa e 8,8 durch n/100 und wohl auch n/1000 KCN nahezu 
komplett sein. Bei niederen Blausäurekonzentrationen zeigt sich auch 









Ke I E E E 
SC O E 
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hier ein Nachlassen der Hemmung, so hemmt n/10000 KCN in den 
ersten 20 Minuten 55 Proz., in den nächsten 20 Minuten 38 Proz., 
und in den dritten 20 Minuten 12 Proz. (im Einsatz keine KOH). 

Die Abhängigkeit der Hemmung von der py ist auf Abb. 2 und 
Tabelle I dargestellt, während in Abb. 1 als Beispiel der Verlauf der 
Oxydation bei Py 8,8 abgebildet ist. Aus Abb. 2 ergibt sich, daß schon 
bei py 7,6 die Hemmung durch n/100 KCN nahezu komplett ist, 
während die Hemmung durch n/1000 KON erst bei py 8,6 ihren größten 
Wert von 75 Proz. erreicht. In der Abb. 2 ist die unter KCN-Wirkung 
übrig gebliebene Oxydationsgröße in Prozenten der Kontrolle, die 
gleich 100 gesetzt ist, eingetragen. In Tabelle I sind die prozentischen 
Hemmungen durch verschiedene KCN-Konzentrationen bei wechseln- 
dem py angegeben. 

Tabelle I. 
Prozentische Hemmung durch Blausäure bei verschiedener Py- 


Maxon | per | nn | » | Ei "uv 





2,5.10-2 50 

l .10-2 0 90 85 
1 .10-3 0 70 75 
1.104 | 0 55 55 
2,5.10-5 0 = 19 
1 .10-5 | = ge 0 





Das Verhalten der Blausäure ist in vollkommenem Einklang mit 
der Annahme, daß die Oxydation auf einer Metallkatalyse beruht; 
denn die Metall-Cyanbindung ist bei neutraler Reaktion weniger be- 
ständig als bei alkalischer. So ist z. B. von O. Meyerhof!) gezeigt, daß 
die Braunfärbung des Ou" mit Ferrocyankalium durch 7 Millimol 
KCN auf 1 Millimol CuSO, bei py 9,6 vollständig verschwindet, bei 
De 8,2 teilweise, bei py 6,8 nicht mehr. Zwar kann die starke Steigerung 
der Oxydationsgröße der Fructose mit wachsender OH-Konzentration 
dafür in Anspruch genommen werden, daß auch die Komplexbildung 
des Metalls mit der Fructose nach der alkalischen Seite zunimmt, 
die Festigkeit der Komplexbindung von Metall und Blausäure würde 
dann in noch höherem Grade zunehmen. Nachher wird gezeigt, daß 
dieses in dem System Fructose + Arseniat anders liegt. 


2. Die Hemmung durch Natriumpyrophosphat und andere Komplexsalzbildner. 


Diese Vorstellung läßt sich weiter durch den Einfluß des Natrium- 
pyrophosphats belegen. Warburg und Sakuma haben in der angeführten 
Arbeit gezeigt, daß die Cysteinoxydation durch m/l10 Pyrophosphat 
um 95 Proz. gehemmt wird. Die Fructoseoxydation wird durch Pyro- 


1) Pflügers Arch. 200, 9, 1923. 
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phosphat ebenfalls sehr stark gehemmt. Ist es schon ein eigentümliches 
Phänomen, das eine durch Orthophosphorsäure ausgelöste Oxydation 
durch kleine Mengen Pyrophosphorsäure vollständig gehemmt wird, 
so ist es noch auffälliger, daß hier gerade im Unterschied von der Blau- 
säurewirkung die Hemmung nach dem Neutralpunkt stark zunimmt. 
Während bei py 9,6 m/50 Pyrophosphat nur 25 Proz. hemmt, hemmt 
es bei 25 7,9 komplett, m/500 hemmt hier 75 Proz., m/2000 schon 
merklich, wobei die Phosphatkonzentration m/2 beträgt. Eine Über- 
sicht über die Hemmungen bei verschiedener py ist in der Tabelle II 
gegeben, wo die Zahlen wiederum die prozentischen Hemmungen 
bedeuten. 
Tabelle II. 
Hemmungen der Fructoseoxydation durch Natriumpyrophosphat. 





Mol 








Pyrophosphat ` CS er ki | | = 
| 
2.10— | 100 | 90 8&2 | 24 
5.1023 | 88 | 
2.103 | 70 75 5 
5.10-4 ı 23 | 
1.10—4 | 10 | | 





Nicht ganz so stark, aber ebenfalls deutlich sind die Hemmungen 
durch andere Komplexbildner, von denen Natriumcitrat näher unter- 
sucht wurde. Auch hier werden die Hemmungen nach dem Neutral- 
punkt zu größer. 

Bei pa 8,5 beträgt die Hemmung durch n/10 Citrat 70 Proz., durch 
m/50 20 Proz., durch m/250 0, dagegen bei pg 7,2 durch m/50 75 Proz., 
durch m/250 40 Proz. 

Weiterhin zeigt Borat ein auffälliges Verhalten; doch ist der 
Mechanismus seiner Wirkung wohl anderer Natur. Schon sehr geringe 
Boratmengen setzen die Oxydationsgeschwindigkeit dadurch herab, 
daß sie die pg nach der sauren Seite verschieben. Das beruht, wie 
schon oben erwähnt, auf einer eigentümlichen Steigerung der Disso- 
ziationskonstante der Borsäure durch mehrwertige Alkohole und daher 
auch durch Zucker, die man auf Additionsverbindungen der Borsäure 
mit den Alkoholen zurückführt!). Hierdurch wird nicht nur die Borsäure, 
sondern auch die mit ihr reagierende Komponente in Mitleidenschaft 
gezogen. So ergibt sich, daß, wenn man die ursprüngliche OH-Kon- 
zentration durch Zugabe von Natronlauge wieder herstellt, die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit der Fructose erheblich herabgesetzt bleibt. 
Während z. B. die Kontrolle, bestehend aus 0,5 ccm 20proz. Fructose, 
U.3 ccm molarem Na,HPO, 0,6ccm molarem Glykokollgemisch 


1) Siehe hierzu Löffler und Spiro, Helv. Chim. act. 2, 534, 1919. 
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+ 0,4 destilliertem Wasser (pa 9) in 1 Stunde 135 cmm O, verbraucht, 
ferner ein gleiches Gemisch nach Zugabe von 0,2ccm n HCl (pe 7,3) 
in 1 Stunde 42 cmm O, verbraucht, nimmt ein Gemisch entsprechend 
der Kontrolle, aber mit 0,4ccm m/10 Borat statt destillierten Wassers 
(von ursprünglich pe 9,2), in derselben Zeit 20 emm O, auf. Die pg 
beträgt hier 7,9, dementsprechend wäre ein Sauerstoffverbrauch von 
etwa 70 cmm zu erwarten. 


8. Steigerung der Oxydation durch Metallsalze. 


Einen noch direkteren Beweis für die der Fructoseoxydation zu- 
grunde liegende Metallkatalyse bildet die starke Steigerung der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit durch 
bestimmte Metallsalze, und 
zwar sind dies Fell und Fell, 
Cu und Mn, während in der ` 
gleichen Konzentration (1Milli- 
mol) andere Metalle, soweit 
geprüft, nämlich Co, Ni, Ag, 
Bi, Hg! und Hg! gar nicht 
oder nur sehr schwach wirk- 
sam sind. Auch hier wiederum 
ist die Steigerung von der De 
abhängig, und genau wie bei 
der Blausäure wirken die 
Metalle um so stärker, je 
größer die OH-Konzentration. 

Am stärksten steigert Cu 
und zwar bei po 9,3 m/100000 
Cu etwa 8 Proz., m/40000 Cu 
52 Proz., m /10000 Cu 200 Proz., 
m/1000 Cu 500 Proz. Dagegen 
ist bei po 7 auch durch m /1000 
Cu keine Steigerung mehr zu 
beobachten. Als Beispiel ist 
in Abb.3 ein Versuch bei 
Pu 9,3 abgebildet und auf 
Tabelle III eine Übersicht 
über die Hemmungen bei ver- 
schiedener py gegeben, schließ- 
lich ist in Abb. 4 der Verlauf 
der prozentischen Oxydations- 
steigerung für 1 - 1073 Mal in Ni m mm a PY 4 


: : Abb. 4. Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit in 
einer Kurve aufgezeichnet. Proz. durch 10-4 mol. Cu S04. 
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Tabelle III. 
Oxydationssteigerung durch Cu bei verschiedener Py. 


Mol Cu Po 70 79 8,3 90 9,3—9,4 





Dasselbe Verhalten kann man auch mit Eisen- und Mangansalz 
feststellen, wenn auch die Steigerungen hier etwas geringer sind. Bei 
De 9,1 steigert m/1000 Fe 180 Proz., m/10000 um 70 Proz. 

In den Oxydationsgemischen, die 1 Mol Cu SO, enthalten, beob- 
achtet man im Laufe der Zeit eine Ausscheidung von Cu, 0, was darauf 
hindeutet, daß konzentriertes Phosphat in der Kälte ähnlich wirkt 
wie sonst konzentriertes Alkali in der Wärme. 

Bei der durch CuSO, gesteigerten Oxydation wird im gleichen 
Verhältnis mehr Kohlensäure gebildet. 

Beispiele: 1. In 2 cem 5proz. Fructose in m/2 Phosphat und Glykokoll 
(Pa 9,1) in 40 Minuten: 

rss 129cmm O, und 57cmm CO, Respirator. Quotient 

Mit 1.10-3Mol. Cu 390cmm O, und 170cmm CO, Respirator. 
Quotient = 0,44. 

In 1,5 ccm Ööproz. Fructose mit m/4 Phosphat und Glykokoll (nea 9,1) 
in 80 Minuten: 

Unbeeinflußt 88 emm O, und 29cmm CO, Respirator. Quotient 
= 0,33. 

Mit 1.10-3 Mol. Cu 420cmm O, und 17lcmm CO, Respirator. 
Quotient = 0,40. 

Schließlich kann man zeigen, daß die Steigerung der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit durch Metallsalz in derselben Weise durch 
Blausäure gehemmt wird wie die direkte Oxydationsgeschwindigkeit. 
In der zitierten Arbeit über die Blausäurehemmung in Sulfhydril- 
systemen ist von O. Meyerhof wahrscheinlich gemacht, daß die Komplex- 
bildung des Cu mit Blausäure etwa nach der Gleichung verläuft: 

2CuSO, +10 KON = [Cw(CN),].K, + (CN, + 2K,SO, 
wobei auf 1Cu 5 CN kommen. Dementsprechend kann man auch in 
dem jetzigen Falle durch eine nur gerade äquivalente Menge von KCN 
höchstens eine ganz schwache Hemmung der durch Cu gesteigerten 
Oxydation hervorrufen, dagegen kann schon die zehnfache Menge KCN 
im Verhältnis zu Cu den gesteigerten Oxydationsvorgang annähernd 
vollständig hemmen. Ein Beispiel für dies letztere ist in Abb. 5 gegeben. 
Bei po 9 wird durch m/1000 KCN die unbeeinflußte Oxydation um 
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75 Proz. gehemmt und die durch m/10000 CuSO, annähernd verdrei- 
fachte Oxydationsgeschwindigkeit um 82 Proz. Dagegen wird in einem 
entsprechenden Versuch bei derselben pe die durch m/1000 Cu be- 
schleunigte Oxydation durch dieselben „ao 
m/1000 KCN nur knapp 10 Proz. gehemmt, so 
durch m/100 aber 90 Proz. 
Zum Schluß erwähnen wir noch, daß zu 
die Oxydationsgeschwindigkeit im System 
Fructose + Phosphat auch stark von dem 
Sauerstoffdruck abhängig ist. So ver- ger 
brauchen z. B. (bei py 8,7) in 1 Stunde 
2ccm proz. Fructose mit 0,66 molarem 7%% 
Phosphat in 20proz. Sauerstoff 114 emm 
La, in 35 proz. Sauerstoff 159cmm O,, in an- 
nähernd 100 proz. Sauerstoff 226 cmm CO. 





4. Die Oxydationsgeschwindigkeit im System = 
Fructose + Arsenliat. 

Wie schon erwähnt, läßt sich das 
Phosphat vollständig durch Arseniat er- 0 20 “Min 
setzen. Dabei ist die Größenordnung  Hemmu Se o E 
der Oxydationsgeschwindigkeit beigleicher des Cu durch KCN (bei pg 9.0). 
OH’ in beiden Fällen dieselbe. Ja wenn 
man den Gehalt der Lösungen in bezug auf As und P genau gleich 
macht (auf Grund der Gehaltsbestimmungen mittels der Mg-Salze) 
und auch die H-Ionenkonzentration möglichst gleich reguliert, so 
scheinen die Oxydationsgeschwindigkeiten genau übereinzustimmen. 

Beispiel: Bei Ge 7,7, As- und P-Konzentration je 0,425 Mol. In 2 cem 
5proz. Fructose pro 1 Stunde mit Phosphat 66cmm O, mit Arseniat 
69 cmm O,. 

Die Oxydation im System Fructose + Arseniat wird durch die 
gleichen Stoffe beeinflußt wie im anderen System, durch KCN und 
Pyrophosphat gehemmt, durch Fe und Cu mächtig beschleunigt. Aber 
es ergibt sich ein bemerkenswerter Unterschied: Die Hemmungen und 
Steigerungen sind im Neutralpunkt keineswegs geringer als bei schwach 
alkalischer Reaktion und sind etwa ebenso groß wie die stärksten Beein- 
flussungen, die im System Fructose + Phosphat beobachtet werden. 

Beispiele: Einfluß der OH’-Konzentration auf die unbeeinflußte 
Oxydationsgeschwindigkeit: In 2cem proz. Fructose mit 0,5 Mol As 
n l Stunde bei Geo 7,8: 94 cmm O,, bei De 8,8: 241 emm O, 

Hemmung durch KCN: 

a) bei Py 7,0 in 40 Minuten direkt 40 cmm O,. 

Mit 1.10-4Mol KCN : 12 cmm O, = 70 Proz. H. 
Mit 2,5.10-5 Mol KCN : 20 cmm O, = 50 Proz. H. 
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b) Bei pe 9,3 in 40 Minuten: 175 cmm Oe 
Mit 1.10—3 Mol KCN: 73 cmm O, = 60 Proz. H. 
Mit 1.10-4Mol KCN = 78 cmm O, = 45 Proz. H. 

Die Steigerung durch Cu ist aus 
Abb. 6 zu ersehen, für 103 Mol CuSO, 
bei Ppa 7,0 und 8,4. Die Oxydations- 
geschwindigkeit ist beidemal genau ver- 
doppelt. Die gleiche Steigerung ergibt 
sich auch schon bei geringeren Cu-Mengen, 
z. B.: 

Bei pe 7,0 m/2 Arseniat in 40 Minuten 
direkt 48 cmm O,. 

Mit 5.10—4 Mol Cu 101 cmm O- 

Mit 1.1074 Mol Cu 98 cmm 0. 


Schließlich wird das System Fructose 
+ Arseniat auch durch Pyrophosphat ge- 
hemmt. 

Beispiel: py 7,7j und m/2 Arseniat in 
l Stunde direkt 66 cmm Oe 

Mit 5. 10-3 Mol Pyrophosphat : 36 cmm O,. 





Abb. 6. Steigerung der Oxydations» 
größe im System Fructose + Arseniat 
durch 10-3 Cu bei pp 7 und py 8,4. Mit 5.10-4 Pyrophosphat : 42 cmm O.. 


Kohlensäurebildung im System Fructose + Arsenidt. 


Beispiel: In 2ccm 5proz. Fructose und 0,9 molarem Arseniat 
(pu 8,5) in 1 Stunde 15 Minuten verbraucht 184cmm O,, gebildet 78cmm 
CO,. Respiratorischer Quotient 0,42. 


5. Schlußbetrachtung. 


Versuche, andere Zucker oder mehrwertige Alkohole auf die gleiche 
Weise zu oxydieren, verliefen negativ. Besonders bemerkenswert ist, 
daß auch Natriumhexosephosphat hier nicht oxydabel ist, ebensowenig 
Galactose, Glucose, Mannose, Saccharose, Glycerin. Auf der anderen 
Seite zeigt sich Fructose auch mit Alkali als viel oxydabler wie Glucose. 
Bei py 9,7 wird z. B. von 2ccm proz. Fructose in phosphatfreier 
Glykokollösung in 11, Stunden schon 400 cmm O, verbraucht, von 
5proz. Glucose aber kaum 1 bis 2cmm 0,. Ebenso ist bekanntlich 
Fructose sehr viel leichter vergärbar als Glucose. Unter diesem Gesichts- 
punkt wird man die Bildung der Hexosephosphorsäure ebenso wie in 
der Hefe auch in der Muskulatur so deuten können, daß dadurch die 
träge Glucose in die reaktionsfähige Fructose umgewandelt wird. Diese 
kürzlich schon von Neuberg geäußerte Vermutung!) gewinnt durch 


!)Oppenheimers Handbuch der Biochemie, 2. Aufl., 1924, 
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unsere Versuche sehr an Wahrscheinlichkeit. Bei der Atmung der 
Muskulatur kann man, wie öfters dargelegt wurde, nicht entscheiden, 
ob dabei Milchsäure oder ein Kohlehydratäquivalent von ihr verbrennt. 
Dies letztere erscheint nun sehr gut möglich, und es würde dann eine 
gewisse Menge von durch Spaltung der Hexosephosphorsäure gebildeter 
Fructose verbrennen, während in Koppelung hiermit gleichzeitig die 
Milchsäure zu Glykogen resynthetisiert wird. Die Konzentrationen der 
Fructose und des Phosphats in der Muskulatur sind natürlich vielfach 
geringer als in dem hier studierten Modell. Es müssen also noch weitere 
katalytisch wirkende Faktoren hinzukommen, um den Mechanismus 
vollständig verständlich zu machen. Das dürfte aber kein Einwand 
gegen die Vorstellung sein, daß die Kohlehydratverbrennung im Muskel 
auf diesem Wege verläuft. 


Zusammenfassung. 


Die von Warburg und Yabusoe entdeckte Oxydation der Fructose 
in konzentrierten Phosphatlösungen ist eine Metallkatalyse, die unter 
geeigneten Bedingungen durch KCN und Natriumpyrophosphat 
äußerst stark gehemmt, durch Cu, Fe und Mn stark gesteigert wird. 
Das Phosphat läßt sich vollständig ersetzen durch Arseniat. 


Über die f-Oxydation in der Niere. 


Von 
I. Snapper und A. Grünbaum. 


(Aus dem pathologischen und dem physiologischen Laboratorium der 
städtischen Universität Amsterdam.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1924.) 


Wenn man Menschen oder Tieren gesättigte Fettsäuren zuführt:, 
so verschwinden sie spurlos im Stoffwechsel. Die Endprodukte sind 
Wasser und Kohlensäure. Es hat lange gedauert, ehe man irgendwelche 
Besonderheiten der Zwischenprodukte, die bei dieser Oxydation ent- 
stehen, hat erkennen können. Den wichtigsten Beitrag zur Kenntnis 
hiervon hat zweifellos Knoop (1) geliefert. Dieser Forscher benutzte 
die folgende Tatsache: während die aliphatischen Fettsäuren (Propion-, 
Butter-, Valeriansäure), wie gesagt, spurlos im Stoffwechsel ver- 
schwinden, kann man nach Zusatz von aromatischen Fettsäuren (Phenyl- 
propion-, Phenylbutter-, Phenylvaleriansäure) Oxydationsprodukte im 
Urin nachweisen. Der Phenylrest der aromatischen Fettsäuren kann 
offenbar im Stoffwechsel nicht verändert werden, und daher erscheinen 
im Urin nach Zufuhr von aromatischen Fettsäuren Stoffe, in denen 
die Phenylgruppe intakt geblieben und nur die Seitenkette, d. h. die 
Fettsäure, oxydiert worden ist. 

Man kennt fünf aromatische Fettsäuren: 

1. Benzoesäure, CHCOOH. Wird bei Aufnahme per os nicht 
abgebaut, sondern erscheint, an Glykokoll gebunden, als Hippursäure 
im Harn. Ein kleiner Teil der Benzoesäure wird an Glucuronsäure 
gebunden ausgeschieden (2). 

2. Phenylessigsäure, C,H,CH,COOH. Wird bei Aufnahme per os 
nicht abgebaut, sondern erscheint, größtenteils an Glykokoll gebunden, 
als Phenacetursäure im Harn (3). Ein Teil der Phenylessigsäure wird 
an Glutamin gebunden ausgeschieden (4). 

~ 3. Phenylpropionsäure, A A en Wird bei Auf- 


GŒ 
nahme per os zu Benzoesäure oxydiert und erscheint also in Form von 
Hippursäure im Harn (5). 
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Die CH,-Gruppen einer Fettsäure werden mit griechischen Buch- 
staben a, ß, y usw. unterschieden, wobei die CH,-Gruppe direkt neben 
der COOH-Gruppe mit a bezeichnet wird, die darauf folgende CH,- 
Gruppe mit ß usw. 

Bei der Phenylpropionsäure findet also eine Oxydation statt 
in der DCH. Gruppe, so daß Benzoesäure entsteht. 

4. Phenylbuttersäure, C,3H,CH,CH,CH,COOH. Auch hier Oxy- 


y Pf æ 
dation in der OCH. Gruppe, so daß Phenylessigsäure entsteht und 
also nach Zufuhr von Phenylbuttersäure per os im Urin Phenacetur- 
säure nachgewiesen werden kann. 


5. Phenylvaleriansäure, C,H, EE Auch hier 


findet bei Aufnahme per os Oxydation in CZ ß-CH,-Gruppe statt, 
wodurch Phenylpropionsäure entsteht. Die Phenylpropionsäure wird 
dann ebenfalls in der GOH. Gruppe oxydiert, so daß Benzoesäure 
entsteht, und deshalb erscheint nach Eingabe von Phenylvaleriansäure 
eine bedeutende Menge Hippursäure im Harn. 

Das Resultat der KXnoopschen Untersuchungen läßt sich also in 
folgender Tabelle zusammenfassen : 


> Ausgeschieden 


eg COOH gebunden an Glykokoll Hippursäure 





Benzoesäure . Ca Hs C O & 
Phenylessigsäure. . | Ce H, CHCOOH „ || Phenacetursäure 
sheny [proplonsaure Ca Hs LC H,CH, COOH > Ca Ha COO || Hippursäure 
Phenylbuttersäure . | Ca HCH 2 H E H a OOH — H CIRC 00 5 on Phenacetursäure 
Phenylvaleriansäure CaH-CH- CH,COOH — GH CH, CH,COO 

| —> Ce ce To O D ` Hippursäure 


Hiermit hatte Knoop gezeigt, daß die Fettsäureketten dieser 
aromatischen Verbindungen systematisch durch den Organismus in der 
ß-CH,-Gruppe oxydiert werden. 

Auf Grund dieser Ergebnisse bei Eingabe von aromatischen Fett- 
säuren nimmt man allgemein an, daß der Organismus auch die ali- 
phatischen Fettsäureketten mittels -Oxydation abbaut. 

Eine derartige ß-Oxydation der Fettsäuren in vitro war unbekannt, 
bis Dakin die Lehre der -Oxydation von Knoop durch den Nachweis 
stützte, daß in vitro die Fettsäuren durch Wasserstoffperoxyde in 
der SCH. Gruppe oxydiert werden (6). 

Diese Annahme der B-Oxydation ist von größter Wichtigkeit für 
die näheren Kenntnisse der Entstehung der Acidose. Durch diese 
Auffassung der ß-Oxydation der Fettsäuren wird namentlich erklärt: 

l. Die Tatsachen, durch Baer und Blum (7) erwiesen, daß nur die 
Fettsäuren mit einer geraden Anzahl C-Atome die Acidose der Diabetes- 
patienten verstärken, während die Fettsäuren mit ungerader Anzahl 
C-Atome in dieser Hinsicht unwirksam sind. 
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2. Die Tatsache, von Embden (8) gefunden, daß bei der Leber- 
durchströmung nur aus den Fettsäuren mit gerader Anzahl von 
C-Atomen ß-Oxybuttersäure entsteht, während man hiervon bei Durch- 
strömung mit Fettsäuren mit ungerader Anzahl C-Atome nichts bemerkt. 

Die Frage, in welchen Organen die ß-Oxydation stattfindet, ist 
also sowohl für die Physiologie wie für die Pathologie von großer 
Wichtigkeit (9). 

Zum Teil muß diese Oxydation in der Leber vor sich gehen. Denn 
wenn Capronsäure CH,CH,CH,CH, CH, COOH bei der Leberdurch- 
strömung ß-Oxybuttersäure entstehen läßt, muß die Capronsäure erst 
zu Buttersäure (CH,CH,CH,COOH) abgebaut sein, d. h. in der 
OH. Gruppe oxydiert werden. Daß die Leber ein Organ ist, in dem 
ß-Oxydation stattfindet, steht deshalb fest. 

Wir haben nun untersucht, ob die Niere imstande ist, Fettsäure- 
ketten in der -Stellung zu oxydieren. Die folgenden Überlegungen 
führen zum Studium der Stellung der Niere bei der ß-Oxydation. 

Wie oben auseinandergesetzt, beruht die Lehre der ß-Oxydation 
im wesentlichen auf den Veränderungen, welche die aromatischen 
Fettsäuren im Stoffwechsel erfahren. Das erste Glied aus der Reihe 
der aromatischen Fettsäuren, die Benzoesäure, wird in der Niere an 
Glykokoll gebunden, so daß in der Niere Hippursäure entsteht. Darum 
war die Frage berechtigt, ob die Niere auch auf die weiteren Homologa 
der aromatischen Fettsäuren Einfluß ausüben würde. Hier folgen 
die Ergebnisse der Versuche, inwieweit die überlebende Niere bei 
Durchströmung Phenylessigsäure, Phenylpropionsäure, Phenylbutter- 
säure und Phenylvaleriansäure verändern bzw. oxydieren kann. Es 
ist stets ein Versuchsprotokoll angeführt. 

1. Phenylessigsäure.. Wird Phenylessigsäure per os gegeben, so 
wird sie, größtenteils an Glykokoll gebunden, als Phenacetursäure 
ausgeschieden. 

Einmal wurde eine Hundsniere und dreimal eine Schweinsniere 
mit Blut, dem Phenylessigsäure und Glykokoll zugesetzt waren, durch- 
strömt. In allen Fällen ließ sich nach der Durchströmung im Blute 
Phenacetursäure nachweisen: die Bindung der Phenylessigsäure an 
Glykokoll kann also in der Niere stattfinden. 

Hundsniere, durchströmt mit 650 ccm Hundeblut, dem 2,72 g Phenyl- 
essigsäure und 1,52g Glykokoll zugesetzt waren. Die Durchströmung 
dauerte 2 Stunden: in dieser Zeit passierten 18 Liter Blut die Niere. Das 
Blut hatte also 27mal die Niere durchströmt. 

Nach der Durchströmung konnten in 550 cem Blut 91 mg Phenacetur- 
säure nachgewiesen werden. Das Blut wurde hierfür nach derselben Methode 
behandelt, die für den Nachweis von Hippursäure im Blut beschrieben 


wurde (10). Die Phenacetursäurekristalle schmolzen bei 143°. Der Ny 
Gehalt der Kristalle betrug 7,10 Proz. (berechnet 7,25 Proz.). 
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Die Niere wurde nach der Durchströmung gemahlen. Der Nierenbrei 
wurde auf dieselbe Weise wie das Blut behandelt: hieraus konnten 39 mg 
Phenacetursäurekristalle mit einem Schmelzpunkt von 142° gewonnen 
werden. 

2. Phenylpropionsäure, CHCH CHCOOH. Wird Phenyl- 
propionsäure per os zugeführt, dann wird sie im Körper zu Benzoe- 
säure (CHCOOH) oxydiert und, mit Glykokoll gepaart, als Hippur- 
säure mit dem Urin ausgeschieden. 

Wir haben dreimal eine Schafsniere und zweimal eine Schweins- 
niere mit Blut durchströmt, dem Phenylpropionsäure und Glykokoll 
zugesetzt waren. In allen Fällen konnte nach der Durchströmung im 
Blute Hippursäure nachgewiesen werden. Eine Oxydation der Phenyl- 
propionsäure in der ß-CH,-Gruppe, so daß Benzoesäure entsteht, 
kann also in der Niere statthaben. 

Schweinsniere mit 800 ccm Blut durchströmt, dem 3 g Phenylpropion- 
säure und 1,5g Glykokoll zugesetzt waren. Die Durchströmung dauerte 
2 Stunden. In dieser Zeit waren 17,5 Liter Blut durch die Niere geströmt. 
Das Blut hatte also 22mal die Niere passiert. 

Nach der Durchströmung konnten aus 480 cem Blut 102 mg Hippur- 
säure isoliert werden. Die nadelförmigen Hippursäurekristalle schmolzen 
bei 187°. Der Stickstoffgehalt betrug 7,78 Proz. (berechnet 7,82 Proz.). 
Aus 200 ccm Flüssigkeit, die während der Durchströmung aus dem Ureter 
getropft waren, konnten 30 mg Hippursäure kristallisiert werden, während 
aus der feingemahlenen durchströmten Niere noch 42 mg Hippursäure ge- 
wonnen wurden. 


3. Phenylbuttersäure, C&BH,CH,CH,CH,COOH. Wird Phenyl- 
buttersäure verfüttert, dann wird sie im Stoffwechsel zu Phenylessig- 
säure oxydiert (C,H,CH,COOH) und, mit Glykokoll gepaart, als 
Phenacetursäure im Urin ausgeschieden. 

Wir haben eine Schweins- und eine Kalbsniere mit Blut durch- 
strömt, dem Phenylbuttersäure (11) und Glykokoll zugesetzt waren. 

In beiden Fällen konnte nach der Durchströmung im Blute Phen- 
acetursäure nachgewiesen werden: die Oxydation der Phenylbutter- 
säure in der SCH. Gruppe, so daß Phenylessigsäure entsteht, kann 
also in der Niere statthaben. 


Bei dem Nachweis der Phenacetursäure im Durchströmungsblut, 
worin auch Phenylbuttersäure und Glykokoll, vielleicht auch Oxydations- 
produkte der Phenylbuttersäure anwesend sind, stößt man auf einige 
besondere Schwierigkeiten; hierdurch wollte es anfänglich nicht glücken, 
die Phenacetursäure, während der Durchströmung entstanden, kristallinisch 
zu erhalten. 

Kalbsniere mit 800 ccm Blut durchströmt, dem 500 mg Phenylbutter- 
saure und 1l g Glykokoll zugesetzt waren. Durchströmungszeit 11, Stunden. 
In dieser Zeit passierten 10,6 Liter Blut die Niere. Das Blut hatte also 
25 mal die Niere durchströmt. 

520 cem Blut wurden mit 3 Liter Alkohol niedergeschlagen ; der Alkohol 
wurde abdestilliert. Der wässerige Rest wurde nochmals mit Alkohol 
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behandelt und aufs neue filtriert. Dieses letzte Filtrat wurde auf dem 
Wasserbade eingedampft, bis die letzten Spuren Alkohol verschwunden 
waren. Danach wurde Phosphorsäure zugesetzt und die saure Lösung 
sechsmal mit Äthylacetat ausgeschüttelt. Nachdem das Äthylacetat filtriert 
war, wurde es dreimal mit 15ccm 1l0proz. Na,CO, ausgeschüttelt; die 
vorhandene Phenacetursäure geht nun in die Sodalösung über. Die Soda- 
lösung blieb hierauf stehen, bis sie gänzlich hell geworden; dann wurde sie 
vorsichtig mit tierischer Kohle gereinigt. Danach wurde sie einige Male 
mit alkoholfreiem Äther extrahiert: hierin löst sich Phenacetursäure nicht 
auf, wohl aber fettähnliche Stoffe, die später die Kristallisation der Phen- 
acetursäure stören können. Dann wurde die Sodalösung durch Zusatz von 
Phosphorsäure stark sauer gemacht und sechsmal mit Äthylacetat aus- 
geschüttelt. Die Äthylacetatextrakte wurden vereinigt und auf dem Wasser- 
bade abdestilliert. Der Destillationsrest wurde mit Äthylacetat in ein 
Becherglas gespült: nach Zusatz von Petroläther, um die Kristallisation 
einzuleiten, blieb das Gemisch bei Zimmertemperatur stehen, bis all 
Flüssigkeit verschwunden war. Der Trockenrest wurde einige Male mit 
Petroläther ausgekocht und danach in Wasser aufgelöst. Hieraus kristalli- 
sierten 84,6 mg Phenacetursäure (typische Kristallform, Schmelzpunkt 
142°, Stickstoffgehalt gefunden 7,22 Proz., berechnet 7,25 Proz.). 


4. Phenylvaleriansäure, C,H,CH,CH,CH,CH,COOH. Wird 
Phenylvaleriansäure per os zugeführt, dann wird sie im Stoffwechsel 
zu Benzoesäure oxydiert und, gepaart mit Glykokoll, als Hippursäure 
ausgeschieden. 

Wir haben viermal eine Kalbsniere mit Blut durchströmt, dem 
Phenylvaleriansäure (12) und Glykokoll zugesetzt waren. In allen 
Fällen konnte nach der Durchströmung im Blute Hippursäure nach- 
gewiesen werden, das eine Mal mehr, das andere Mal weniger. Die 
Oxydation der Phenylvaleriansäure zu Benzoesäure, vermutlich nach 
einer ersten Oxydation zu Phenylpropionsäure und dann durch eine 
zweite Oxydation in Benzoesäure, kann also in der Niere stattfinden. 

Kalbsniere, durchströmt mit 1000 ccm Blut, dem 1 g Phenylvalerian- 
säure und 0,5 g Glykokoll zugesetzt sind. Durchströmungszeit 2%, Stunden. 
In dieser Zeit passierten 31 Liter Blut die Niere: das Blut war also 30 mal 
durch die Niere geführt. 

Nach der Durchströmung wurden aus 675ccm Blut 30 mg Hippur- 
säure erhalten, während aus der durchströmten Niere noch 15 mg Hippur- 
säure auskristallisiert wurden. 

Diese Hippursäure schmolz nach Reinigung bei 187,5°. 

Das Ergebnis, das wir aus den hier mitgeteilten Versuchen ziehen. 
ist deutlich. Die Niere spielt eine sehr wichtige Rolle bei den Ver- 
änderungen, welchen die aromatischen Fettsäuren im Körper unter- 


liegen. Es wird allmählich immer deutlicher, daß die Niere nicht nu 


Exkretionsorgan ist. Auch Synthesen finden in der Niere statt. Schon 
lange weiß man, daß die Kupplung von Benzoesäure an Glykokoll, 
d. h. die Synthese der Hippursäure, in der Niere sich vollzieht (13). 


Nach den neuen Untersuchungen von Nash und Benedict wird auch 
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das Ammoniak, das im Urin ausgeschieden wird, in der Niere ge- 
bildet (14). 
Zusammenfassung. 

Es zeigt sich also: 

L daß das erste auf die Benzoesäure folgende Homologon, d. h. 
die Phenylessigsäure, auch in der Niere, an Glykokoll gekuppelt, und 
in Phenacetursäure umgesetzt wird; 

2. daß die folgenden Homologa der Benzoesäure durch die Niere 
auf dem Wege einer 8B-Oxydation abgebaut werden, nämlich die Phenyl- 
propionsäure zu Benzoesäure, Phenylbuttersäure zu Phenylessigsäure, 
Phenylvaleriansäure zu Benzoesäure. 

Die Niere kann also eine sehr wichtige Rolle bei der B-Oxydation 


spielen, bei einem Prozeß, durch den Fettsäuren im Stoffwechsel um- 
gesetzt werden. 
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Über die Verteilung der Chloride auf Plasma und Körperchen 
im menschlichen Blute. 


Von 


F. Högler und K. Ueberrack. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung und dem chemischen Laboratorium 
des Kaiserin-Elisabeth-Spitals, Wien.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1924.) 


In einer erst kürzlich erschienenen Arbeit haben wir!) an Hand 
eines größeren Versuchsmaterials festgestellt, daß die seinerzeit aus dem 
hiesigen Laboratorium über die Verteilung des Zuckers auf Körperchen 
und Plasma gemachten Mitteilungen nicht richtig waren. Da aber 
auch die früheren Angaben über die Verteilung des Chlors auf Körperchen 
und Plasma, denen ebenfalls Analysen von M. Richter-Quitiner zu- 
grunde lagen, in der Literatur auf Widerspruch stießen, so haben 
wir im Auftrage unseres Chefs, Prof. Falta, auch diese Fragen einer 
Überprüfung unterzogen. Wie wir vorwegnehmen möchten, muß 
auf Grund unserer Versuche auch die Theorie von der Chlorfreiheit. 
der Körperchen fallen gelassen werden. 


Methode. 


Das Blut wurde früh nüchtern durch Aderlaß gewonnen und entweder 
nach Zugabe von 20 mg Hirudin auf 100 ccm Blut als Hirudinblut, oder 
nach Auffangen in paraffinierten Zentrifugierröhrchen als Paraffinblut 
verarbeitet. Durch rasches Zentrifugieren wurde Hirudin- bzw. Paraffin- 
plasma gewonnen. Das Serum erhielten wir durch Stehenlassen des Paraffin- 
plasmas. Das Chlor wurde nach einer Halbmikromethode, die eine Modi- 
fikation der Koranyischen Chlorbestimmungsmethode ist und mit dieser 
gut übereinstimmende Resultate liefert, bestimmt, indem anstatt 10 cem 
nur Leem Blut, Plasma oder Serum verwendet wurde. Diese Menge wurde 
in einen etwa 50 ccm fassenden Erlenmeyerkolben pipettiert, dazu wurde 
Leem A gNO,(= 0,01g NaCl) und mindestens 3 cem chlorfreie konzentrierte 
Salpetersäure gegeben. Außerdem wurden noch 20 bis 30 ccm destillierten 
Wassers hinzugegeben. Dieses Gemisch wurde hierauf im Kolben ohne 


1) F. Högler und K. Ueberrack, diese Zeitschr. 148, 150, 1924. 
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Rückflußkühler unter ständiger Zugabe von kristallisierttem Kalium- 
permanganat auf etwa 80 bis 90°C erhitzt und bei dieser Temperatur so 
lange gehalten, bis das Eiweiß vollständig zerstört war. Diese feuchte 
Veraschung dauerte mindestens 2 Stunden, während deren es häufig nötig 
war, noch etwas Salpetersäure hinzuzugeben. Sie wurde als beendet 
angesehen, wenn das gebildete Silberchlorid feinkörnig am Boden sich 
abgesetzt hatte und die darüberstehende Flüssigkeit vollständig klar 
geworden war. Erst jetzt wurde das Erhitzen unterbrochen. Ein eventueller 
Überschuß von Kaliumpermanganat wurde durch vorsichtigen Zusatz 
von Ferrosulfat rasch zerstört. Nach dem Erkalten wurden einige Kubik- 
zentimeter destillierten Wassers in den Kolben gegeben und mit (N H CNS 
titriertt. Als Indikator diente Eisenammonalaun. Bei jeder derartigen 
Chlorbestimmung wurde mindestens eine Kontrollanalyse gemacht. 

Das Blutkörperchenvolumen wurde mittels des Hämatokriten bestimmt. 
Der Chlorgehalt der Körperchen wurde indirekt durch Berechnung ermittelt. 

In zahlreichen Versuchen wurde neben dem Chlor der Gefrierpunkt des 
Gesamtblutes sowohl vor als auch nach Hämolyse sowie der des Plasmas 
oder des Serums mit dem kleinen Beckmannapparate bestimmt. Die voll- 
ständige Hämolyse des Blutes wurde dadurch erreicht, daß wir das Blut im 
Beckmannapparate öfters gefrieren und wieder auftauen ließen. Zur Technik 
der Gefrierpunktsbestimmung möchten wir noch bemerken, daß wir langsam, 
etwa 1° pro Minute bis auf — 3°C unterkühlten, da sowohl stärkere als auch 
schwächere oder allzu schnelle Unterkühlung die Bestimmung stört. 


In der Tabelle I sind unsere Versuche bei normalen Individuen 
zusammengestellt. 

Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daß der Chlorgehalt des Hirudin- 
und des Paraffingesamtblutes gut übereinstimmt, und zwar schwanken 
bei den einzelnen Fällen die Werte zwischen 292 und 315 mg-Proz. 

Die Chlorwerte des Hirudin- und Paraffinplasmas zeigen ebenfalls 
eine gute Übereinstimmung. Sie schwanken zwischen 346 und 
390 mg-Proz. 

Die Chlorwerte des Serums unterscheiden sich kaum von denen 
des Plasmas, auch mehrstündiges Stehenlassen änderte nichts an dem 
Ergebnis. 

In den Blutkörperchen der stoffwechselgesunden Individuen 
fanden wir auch bei salzarmer Kost in Übereinstimmung mit den 
meisten Autoren regelmäßig beträchtliche Mengen von Chlor, und 
zwar zwischen 212 und 253 mg-Proz. 

Das Verhältnis des Körperchenchlors zum Plasma- bzw. Serum- 
chlor schwankte in engen Grenzen zwischen 0,56 und 0,81, ein Ver- 
halten, wie wir es auch bei der Verteilung des Blutzuckers haben fest- 
stellen können. 

In der Tabelle II finden sich fünf Versuche an pathologischen 
Fällen (zwei mit Glomerulonephritis, einer mit Nephrose, zwei mit 
Hypertonie) angegeben, welche in bezug auf die Verteilung des Chlors 
auf Körperchen und Plasma keine wesentlichen Abweichungen von 
den normalen Fällen zeigen. 

9x 
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Die Prozentverhältnisse von Plasmachlor und Körperchenchlor 
lassen vermuten, daß die Chloride im lösenden Raume des Plasmas 
bzw. der Körperchen gleichmäßig verteilt sind. Nehmen wir den 
lösenden Raum des Plasmas entsprechend dem Wassergehalte mit 90 
bis 92, den der Körperchen mit 60 an, so trifft dies annähernd zu. In 
dieser Hinsicht decken sich demnach unsere Versuche mit denen von 
Czaki. Dann wäre aber auch der durch die Chloride bedingte osmotische 
Partialdruck innerhalb und außerhalb der Körperchen gleich. Auch 
der gesamte osmotische Druck ist, wie unsere Gefrierpunktsbestim- 
mungen im Gesamtblut und im Plasma bzw. im Gesamtblut vor und 
nach völliger Hämolyse zeigen, innerhalb und außerhalb der Körperchen 
gleich. 

Zusammenfassung. 

Im Serum und im Plasma normaler Individuen fanden wir nahezu 
übereinstimmende Chlorwerte. 

Die Blutkörperchen des normalen Menschen enthalten regelmäßig 
Chlor, wie dies auch von Wichmann und anderen festgestellt wurde. 

Das Verhältnis von Körperchenchlor zu Plasma bzw. Serumchlor 
bewegt sich annähernd in denselben Grenzen wie das des Körperchen- 
zuckers zum Plasmazucker. 

Bei einigen pathologischen Fällen war das Verhältnis von 
Körperchenchlor zum Plasmachlor von dem der Normalen nicht 
wesentlich abweichend. 

Es müssen daher die früheren Angaben über die Chlorfreiheit 
der Körperchen zurückgenommen werden. 





Über den Schwefelsäuregehalt verschiedener Körperflüssigkeiten 
unter normalen und pathologischen Zuständen. 


Von 
Robert Meyer-Bisch. 


(Aus der medizinischen Klinik Göttingen.) 
(Eingegangen am 11. Juni 1924.) 


Bei der Untersuchung der mineralischen Bestandteile des Blut- 
serums hat unter den Anionen das Sulfation ganz im Gegensatz zum 
Chlor- und Phosphation bisher nur selten eingehende Beachtung ge- 
funden. Wo dies doch geschah, begnügte man sich in der Regel mit 
Aschenanalysen. Nur wenige Autoren stellten sich der Frage, ob 
überhaupt freie Schwefelsäure im Blute vorkommt. Es ist dies um 
so auffallender, als die Schwefelsäureausscheidung im Urin und ihre 
Beziehung zum Eiweißzerfall sehr oft Gegenstand wissenschaftlicher 
Beobachtung gewesen ist. Die ersten, die in systematischer Weise 
das Blut auf Sulfationen untersuchten, waren Gürber!) und einige 
Jahre nach ihm de Boer?). Sie fanden gewisse konstante Werte für 
das Normalblut. Ferner stellte Zanetti?) im Jahre 1897 fest, daß im 
Blutserum auch Schwefelsäureester vorkommen. Pathologische Fälle 
wurden von ihnen nicht in den Kreis ihrer Beobachtungen gezogen. 
Auch die Frage einer möglichen, durch pathologische Einflüsse be- 
dingten Erhöhung des Schwefelsäurespiegels wurde von ihnen nicht 
berührt, wie überhaupt die physiologische Bedeutung der im Blute 
vorhandenen Schwefelsäure zunächst nicht zur Diskussion stand. 

Die genannten Untersuchungen haben in der Literatur bisher 
auffallend wenig Beachtung gefunden. Nachprüfungen wurden nicht 
vorgenommen. Die Beobachtung, daß nach gewissen stoffwechsel- 
steigernden Eingriffen im Urin merkliche Verschiebungen der renalen 


1) Habilitationsschrift, Würzburg 1904, Salze des Blutes. 
2) Journ. of physiol. 51, 211, 1917. 
3) Zitiert nach Maly 27, 31, 1897. 
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Schwefelsäureausscheidung auftreten können, ferner das zusammen 
mit Wolfgang Heubner!) festgestellte Auftreten einer nicht unbeträcht- 
lichen Schwefelsäuremenge in einem nach Schwefelinjektion ent- 
standenen Gelenkexsudat gaben Veranlassung, das Vorkommen von 
Schwefelsäure in Blut und anderen Körperflüssigkeiten unter normalen 
und pathologischen Bedingungen in systematischer Weise zu unter- 
suchen. 

Die ersten Untersuchungen wurden in früheren Arbeiten?) bereits 
unter genauer Angabe der Methodik mitgeteilt. Ihr Hauptergebnis 
bestand in der Feststellung, daß sowohl im Blutserum und Liquor, 
als auch in Gelenkergüssen und in der Flüssigkeit seröser Höhlen stets 
eine wägbare Menge von freier und fast stets auch von Esterschwefel- 
säure vorkommt. Ferner ließen die Untersuchungen es als wahrscheinlich 
erscheinen, daß unter gewissen pathologischen Verhältnissen und unter 
dem Einfluß eiweißstoffwechselsteigernder Eingriffe bestimmte Schwan- 
kungen dieses Schwefelsäuregehalts eintreten. Unbedingte Beweiskraft 
konnte diesen Schlüssen jedoch wegen der Unvollständigkeit des ihnen 
zugrunde liegenden Materials zunächst nicht zukommen. 

Es kam deshalb zunächst darauf an, eine möglichst große Zahl 
von weiteren Analysen zu sammeln. 


Zur Methodik ist folgendes zu bemerken: 

Es wurde stets die Dialysenmethode angewandt, wie sie in früheren 
Arbeiten beschrieben wurde. Analysen, die nach vorheriger Eiweißfällung 
im Filtrat angestellt wurden, wie dies vor kurzem von Denis?) berichtet 
wurde, sind als unbrauchbar anzusehen, da eine nicht kontrollierbare Menge 
H. SO, mit dem Koagulat mitgerissen werden kann. Nachzutragen ist 
folgendes: 1. die zu untersuchende Flüssigkeit wurde im Dialysierschlauch 
stets mit Toluol überschüttet. 2. Das Dialysat wurde stets durch gehärtetes 
Filter filtriert. Der aus Eiweißkoagulat bestehende Filtrierrückstand wurde 
mit dem Dialysierrückstand vor der Hydrolyse mit 5proz. HCl vereinigt. 
3. Die Hydrolyse wurde stets in gleichmäßiger Weise vorgenommen und 
dauerte 5 Stunden. Wenn in den folgenden Ausführungen bei der Bewertung 
der Resultate mehr Nachdruck auf die Summe von Sulfat- und Ester- 
schwefelsäure als auf die einzelnen Komponenten gelegt wird, so geschieht 
das vor allem aus der Erwägung heraus, daß bei mehrtägiger Dialyse die 
Möglichkeit einer spontanen Abspaltung von Sulfatschwefelsäure aus 
Esterschwefelsäure nicht ausgeschlossen werden kann. 


Die Untersuchungen, über die im folgenden ausführlich berichtet 
werden soll, ergaben zunächst in Bestätigung früherer Angaben, daß 
Blutserum sowie alle Körperflüssigkeiten normaler und pathologischer 
Entstehung stets eine wägbare Menge von Schwefelsäure enthalten, 
und daß dieselbe innerhalb so geringer Grenzen schwankt, daß man für 


1) Heubner und Meyer-Bisch, diese Zeitschr. 122, 120. 
2) Zeitschr. f. klin. Med. 94, 237. 
3) Journ. of biol. Chem. 49, 311. 
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jede Körperflüssigkeit von einem Normalwert sprechen kann. Dasselbe 
gilt im allgemeinen von der Esterschwefelsäure ; ihre Menge ist jedoch 
wesentlich geringer, gelegentlich kann sie sogar ganz fehlen; im ganzen 
genommen, zeigt sie größere Schwankungen als der Sulfatschwefel. 
Im folgenden soll über die Befunde im einzelnen berichtet werden: 


A. Blutserum. 

Die in einer früheren Arbeit bereits angeführten Ergebnisse wurden 
durch weitere Fälle ergänzt (Tabelle I). Aus der Tabelle geht hervor, 
daß es sich um Patienten mit ganz verschiedenen Diagnosen handelte. 
Die Werte für die Gesamtschwefelsäure — Sulfat- und Esterschwefel- 
säure — bewegen sich in der Regel zwischen 19 und 42 mg-Proz. Wenn 
also auch deutliche Schwankungen vorkommen, so sind doch Werte 
über oder unter den genannten Zahlen sehr selten; auch bei diesen 
ist die Abweichung nicht sehr groß. Die Fälle von Schrumpfniere er- 
fordern eine gesonderte Besprechung. Unter acht Befunden sind nur 
drei deutlich erhöht; die übrigen sind durchaus normal. Ob es sich bei 
ersteren um einen durch die renale Insuffizienz bedingte Retention 
handelt, kann nicht entschieden werden. Eine Parallelität mit den 
Rest-N-Werten läßt sich jedenfalls nicht feststellen. 

Bei den elf untersuchten Diabetikern war die Methodik eine andere; 
es wurde nicht nur das Blutserum, sondern auch das Gesamtblut auf 
Schwefelsäure analysiert. 

Der Gang der Untersuchung war folgender: 10ccm Blut wurden 
durch Aderlaß direkt in graduierte Gefäße aufgefangen, die vorher mit 
0,050 g Natriumoxalat beschickt waren. Kurze Zeit nach der Entnahme 
wurde das gewonnene Blut in Dialysierschläuche gefüllt und genau wie das 
gleichzeitig aus einer weiteren, zur spontanen Gerinnung gebrachten Blut- 
portion gewonnene Serum bis zur Chlorfreiheit dialysiert. Die in der Tabelle 
angeführten Werte für NaCl, Zucker und Eiweiß sind ausnahmslos am 
Serum gewonnen. 

Die Tabelle zeigt, daß der Schwefelsäurespiegel bei den unter- 
suchten Diabetikern etwas höher liegt als bei den übrigen bisher an- 
geführten Fällen; viermal kommen Werte von 50 mg oder darüber 
vor. Die entsprechenden Zahlen für das Gesamtblut bewegen sich 
in ganz ähnlichen Grenzen; nur zweimal ist der Gehalt des Gesamt- 
blutes deutlich höher als der des Serums. Da hier nur eine kurze Über- 
sicht gegeben werden soll, sind die Volumprozente der Erythrocyten 
nicht angegeben. Die Fälle werden an anderer Stelle ausführlich be- 
sprochen werden. 

Zusammenfassend ist also zu sagen: 1. Der Gehalt des Blut- 
serums an Gesamtschwefelsäure bei 18 — hierbei sind die in einer 
früheren Arbeit mitgeteilten Befunde mitgerechnet — normalen oder 
an einem beliebigen Leiden erkrankten Menschen liegt zwischen 19 
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Tabelle I. Bilutserum. 











Nr. Krankheit Geiamt HSO; 
mg-Proz. 
1. Normalwerte. 
1 Normal 2.5... 4% 17 
2 x STT | 14 
3 || Herzinsuffizienz ..... | 30 
4 | Erysipel . 2... 2.2.2.0. | 20 
5 || Pleuritexud. . ...... | 22 
6 a o A ae ie A N 26 
7 FE T Gi 19 
8 S AE E 48 
9 || Prostatiker `, ....... 34 
10 || Ess. Polyoyth. ...... i 9 
11 Pulm. Stenose ...... 42 
12 || Ess. Hypertonie ..... 36 
13 SE ee | 41 
14 || Diabet. insuffizienz . S 31 
15 || Leichte Acetonurie . . . . 28 
16 || Ikt. cat. in Ausheilung . . 16 
17 Asth. card... .. 2... 40 
18 || Lumbago ........ | 49 
2. Schrumpfniere. 

L || Schrumpfniere ...... i 21 
2 "EE EE 57 
3 a ae 25 
4 Ve EEN 72 
| Z BEIN = 
6 | ën N agr EC 44 
T | a ee a | 21 
8 | a e | 63 


3. Diabetes mellitus. 


Nr % = NaCl Zucker 
| Ges.-Blut Serum Proz. __ Proz, | Proz, 

















1 = 38 0,57 0,337 
2 34 38 0.62 0.300 
3 | op 34 0.60 0.240 
im | 28 0.61 0,240 
5 | 29 = 0,57 0.220 
6 37 21 | 08% 0.360 
zl 40 50 | 0,60 0.260 
8 73 49 0.58 0.310 
el A | 56 0.58 0.320 
10 | a 58 | 060 0.280 
u | 31 zë = = 


und 42 mg-Proz. Die Berechtigung, die genannten Zahlen als Grenz- 
werte ansehen zu dürfen, resultiert vor allem aus der Feststellung, 
daß Abweichungen nach oben oder unten sehr selten sind. Wieweit 
es erlaubt ist, aus dem Vorkommen eines beträchtlich von diesen 
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Normalwerten sich unterscheidenden Schwefelsäuregehalts diagnostische 
Schlüsse zu ziehen, ist zurzeit noch unklar. Immerhin kann doch 
so viel gesagt werden, daß eine vielleicht renale Regulation den 
Schwefelsäurespiegel in bestimmten Grenzen hält und daß diese 
Ausgleichsvorrichtung auch unter pathologischen Bedingungen bestehen 
bleibt. 

2. Vielleicht liegt es in dieser weitgehenden Anpassungsfähigkeit 
begründet, daß wir bei chronischer Nephritis nur selten erhöhte Werte 
gefunden haben. Beziehungen zwischen Rest-N und Serumschwefel- 
säure ließen sich nicht feststellen. 

3. Die Untersuchung von 12 Diabetikern ergibt etwas höhere 
Werte als die der übrigen Kranken. 


B. Liquor cerebrospinalis. 


Es ist unverkennbar, daß in jüngster Zeit der quantitativ- 
chemischen Untersuchung des Liquors steigende Beachtung geschenkt 
wird. 


Vor allem ist der Gehalt des Liquors an Zucker und an Kochsalz unter 
normalen und pathologischen Bedingungen sehr eingehend beobachtet 
worden. Die Arbeiten von Eskuchen!), Kahler?), Neuda?), Bela Steinert), 
Depisch und Richter-Quitiner®) u. a. ergaben, daß nicht ganz selten die 
Bestimmung des Chlor- und Zuckergehalts des Liquors in ihrer diagnostischen 
Bedeutung den anderen Untersuchungsmethoden in voller Gleichberech- 
tigung an die Seite gestellt werden kann. 

Erheblich unvollständiger sind unsere bisherigen Kenntnisse über den 
Ca-Gehalt des Liquors. Die ersten Untersuchungen hierüber sind, soweit. 
sich feststellen läßt, von Robert Kummer®) ausgeführt worden. Er fand im 
allgemeinen die Hälfte des im Blutserum gefundenen Wertes. Zu ganz 
ähnlichen Resultaten kommt Leicher?), ferner auch Weston und Howard®). 
Zu stark von diesen abweichenden Ergebnissen kommen Depisch und 
Richter-Quittner. Sie nehmen als Normalwert 2 bis 3 mg-Proz. an, finden 
aber bei einer Reihe von Fällen Schwankungen zwischen 0 und 24,6 mg-Proz. 
Sowohl die höchsten als auch die tiefsten Ca-Werte fanden sich bei Patienten, 
die an heftigen Kopfschmerzen unklarer Genese litten. Eine Nachprüfung 
der auffallenden Befunde von Depisch und Richter-Quütner erscheint 
dringend geboten. 

Quantitative Analysen des Liquors auf sonstige mineralische Bestand- 
teile wurden zwar vereinzelt angeführt, jedoch haben sie bisher keine 


1) Zeitschr. f. ges. Neur. u. Psych. 76, H. 5. 

2) Wien. Arch. f. inn. Med. 8, 125. 

3) Wien. klin. Wochenschr. 1923, Nr. 25. 

4) Zitiert nach Kongr. Centralbl. 28, 333. 

6) Wien. klin. Wochenschr. 1923, Nr. 36 und 37. 
81 Zitiert nach Kongr. Centralbl. 22, 491. 

7) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 141, 196. 

8) Ber. ü. ges. Physiol. 15, 513. 
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klinisch-diagnostische Bedeutung erlangt. Dies gilt auch für den Schwefel. 
Die ersten Angaben über den Gesamtschwefelgehalt des Liquors stammen, 
wie aus einer jüngst erschienen Arbeit von Haurowitz!) hervorgeht, von 
Mestrezat?), der von ihm in Aschenanalysen gefundene normale Liquorwert 
betrug 0,028 bis 0,090 mg-Proz. SO, Haurowitz selbst fand wesentlich 
niedrigere Werte. 

Untersuchungen über das Vorkommen freier Schwefelsäure wurden 
bisher nicht ausgeführt, obschon der Gedanke an eine derartige Möglich- 
keit in Anbetracht des am Serum erhobenen Befundes sehr nahe liegt. 

Im folgenden soll über das Ergebnis eigener Untersuchungen kurz 
berichtet werden (Tabelle II). 


Tabelle II. 





A. Tuberkulose Meningitis. 





L | Tuberkulose Meningitis | 65 0,64 | 0,017 | — 
2 ' Ç E l 153 | 0,63 0,022 
3 B e 66 0,71 0,079 `, 
4 2 E 34 | 0,63 0,028 | 
5 E H 7 (0.57 — 7,4 
6 N S 67 0,64 | 0,080 ` 
7 S . 45 058 | 001 | 59 
8 | B x | 61 0,55 — — 
9 13 — — — 
10 | Extradurale Tuberkul. l 187 — — — 
11 Tuberkulose miliar . . ` 122 0,62 0,039 7,8 
12 | S Meningitis | 74 | 0,64 0,030 — 
13 S S 00 i 0,63 0,030 | — 
B. Meningitis anderer Ätiologie. 

L E epid. . 47 1 = — 
2 | R Out Med. 99 = = = 
3 |l Meningitis e epid. .. 46 0,59 0,020 6,9 
4 | Streptokokken - Menin- 

| BIS... 0 a T4 0,54 0,017 = 
5 | Meningitis epid. ... 62 0,73 0,080 — 

C. Luetische un, 

1 || Lues cerebr. ..... | 45 0,73 0,099 — 
2 | Tabes  .- al 38 | 0,77 0,060 — 
3 | Lues cerebr. ..... | 45 — — — 
4 | Gummader Wirbelsäule 69 0,71 0,107 — 
5 " Tabes .... 2.2.0. — 0,75 0,055 5,7 
6 ' Progr. Paralyse. ... | 120 i 075 ' 0,073 | — 
7 Lus2........ 53 . 073 ' 0094 > 55 
8 Meningitis luet. .. .| 135 — — 6,8 
9 Tabes incip. ... | 130 — — Ce 
10 Lues cerebr. ..... l 164 — — — 
ll Verdacht Tabes `... ` 25 — — — 


1) Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 290. 
2) Mestrezat, zitiert nach Haurowitz. 


Ñ Gesamt-H,SO, Na C) Zucker Ca 
Ne, | Krankheit | mg«Proz. | Proz. | Proz. mg-Proz. 
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1. Normalfalle. 

Die schon in einer früheren Arbeit!) mitgeteilten Befunde wurden 
durch die Untersuchung sechs weiterer Normalfälle ergänzt. Unter 
ihnen befinden sich auch einige Patienten mit Nierenerkrankung, 
von denen später in anderem Zusammenhang noch die Rede sein wird. 
Sie können jedoch hier wohl unter die Normalfälle gerechnet werden, 
weil die Untersuchung von Blut und Liquor keine Retentionserschei- 
nungen erkennen ließ. Die gefundenen Werte für Gesamtschwefelsäure 
waren folgende: 54, 48, 42, 51, 62, 59 mg-Proz. H,SO,; sie liegen 
also zwischen 28 und 62 mg-Proz.; zum Teil sind sie höher als im Serum, 
zum Teil gleich. Im ganzen bedingt das aber doch für den Liquor einen 
höheren Durchschnittswert als für das Serum. Wie sich aus Beispielen 
zeigen läßt, kann auch da, wo der Liquor absolut niedrige Werte auf- 
weist, die Konzentration doch dadurch eine relativ hohe werden, daß 
der Schwefelsäurespiegel des Serums noch tiefer liegt. 

Im ganzen genommen, zeigt also das Sulfation ein ganz ähnliches 
Verhalten wie das Chlorion ; allerdings ist der Konzentrationsunterschied 
von Blut und Liquor in bezug auf Chlor viel gleichmäßiger als in bezug 
auf Schwefelsäure, so daß hierdurch das höhere Niveau des Liquor- 
kochsalzspiegels deutlicher in Erscheinung tritt. Der große Unterschied 
gegenüber den von Haurowitz mitgeteilten Werten bleibt ungeklärt. 
Eine Entscheidung werden nur vergleichende Nachprüfungen bringen 
können. Der Befund von Haurowitz ist mit dem übereinstimmend am 
Plasma erhobenen schwer in Einklang zu bringen. Der in einem Falle 
nach de Waard bestimmte Ca-Gehalt ergab 5,9 mg-Proz. 

2. Liquor cerebrospinalis bei Meningitis. 

Es kamen 13 Fälle von tuberkulöser und 5 Fälle von epidemischer 
bzw. Streptokokkenmeningitis zur Untersuchung. In der Mehrzahl 
der Fälle wurden außer der Analyse auf H,SO, auch die auf NaCl 
und Zucker ausgeführt. Teilweise wurde auch der Ca-Gehalt nach 
de Waard bestimmt (Tabelle II). Aus der Tabelle geht hervor, daß 
die Schwefelsäurewerte bei Meningitis tuberculosa im allgemeinen höher 
liegen als beim Normalen. Nehmen wir 70 mg-Proz. als obersten normalen 
Grenzwert an, so liegen zwar nur fünf Befunde über dieser Zahl; dafür 
finden sich aber nur dreimal Werte unter 60 mg-Proz., so daß sich 
im Durchschnitt ein nicht unbeträchtlich erhöhter Schwefelsäuregehalt 
ergibt. Die Werte für Zucker und Kochsalz sind in den meisten Fällen 
sehr stark herabgesetzt; diese Beobachtung entspricht den Angaben 
der Literatur?2). Auffallend ist, daß der Ca-Gehalt von drei unter- 
suchten Fällen zweimal deutlich erhöhte Werte zeigt. 

1) Zeitschr. f. klin. Med. 94, 237. 


2) Thalheimer und Updegraaf, Kongr. Centralbl. 25, 289; Neuda, Wien. 
klin. Wochenschr. 1923, Nr. 25; Bela Steiner, Kongr. Centralbl. 28, 333. 
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Ein ganz ähnliches Bild zeigen fünf eiterige Meningitiden ver- 
schiedener Ätiologie. Auch hier liegen die Schwefelsäurewerte im 
Durchschnitt deutlich höher als beim Normalen. Wie bei der tuber- 
kulösen Hirnhautentzündung, sind die Werte für NaCl und Zucker 
stark herabgesetzt, der in einem Falle untersuchte Kalkspiegel dagegen 
deutlich erhöht. Die Ergebnisse der Ca-Bestimmung stehen im Gegen- 
satz zu den von Lesicher!) mit der gleichen Methode gewonnenen. Der 
genannte Autor fand auch bei pathologischem Liquor stets normale 
Ca-Werte. 


3. Liquor bei luetischen Erkrankungen des Gehirns oder der Meningen. 

Die Schwefelsäurebefunde der ebenfalls in Tabelle II verzeichneten 
Fälle zeigen ein ganz ähnliches Verhalten wie die bei der Meningitis 
beobachteten. Auch hier keine regelmäßige Erhöhung, aber doch 
häufig Werte, die wir beim Normalen sonst nicht finden. Soweit das 
noch kleine Material von 11 Fällen Schlußfolgerungen erlaubt, ergibt 
sich also auch für diese Gruppe von Krankheitszuständen ein erhöhter 
Schwefelsäurespiegel. 

NaCl- und Zuckergehalt waren in allen untersuchten Fällen gleich; 
der Ca-Gehalt war nur in einem Falle von frischer Meningitis luetica 
mit 6,8 mg-Proz. deutlich erhöht. 

Überblickt man die bisher erhobenen Befunde in ihrer Gesamtheit, 
so läßt sich zunächst feststellen, daß sich schon im normalen Liquor 
deutlich höhere Schwefelsäurekonzentrationen finden als im Blut- 
serum, und daß bei bestimmten krankhaften Prozessen im Gehirn 
oder an den Hirnhäuten eine weitere, oft beträchtliche Erhöhung ein- 
treten kann. In einer früheren Arbeit wurde schon darauf hingewiesen, 
daß diese Erscheinung ihre Erklärung vielleicht darin findet, daß in 
der Gehirnsubstanz Sulfatide vorkommen. Die weitere Steigerung 
unter pathologischen Zuständen ist danach nicht unverständlich. Daß 
sie sich nicht ausnahmslos findet, kann zum Teil im Stadium der 
Krankheit seinen Grund finden, für die Fälle von Meningitis auch in 
dem Umstande, daß im Laufe einer entzündlichen Hirnhauterkrankung 
die Austauschverhältnisse zwischen Blut und Liquor tiefgehende, in 
ihren Einzelheiten nicht übersehbare Veränderungen erleiden können. 
Auf diese Weise erklären sich vielleicht die wechselnden Befunde, die 
wir bei der Meningitis sowohl tuberkulöser als auch andersartiger 
Herkunft gesehen haben. 

Daß aber auch die erstere Annahme einer Abhängigkeit vom 
Krankheitsstadium nicht nur eine theoretisch gedachte Möglichkeit 
darstellt, sondern daß ihr auch praktische Bedeutung zukommt, geht 


1) l]. c. 
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aus folgender Beobachtung hervor: Bei einem Patienten, bei dem eine 
operativ diagnostizierte Hirnquetschung vorlag, wurde 14 Tage nach 
dem Trauma ein gelblicher, globulinreicher Liquor gewonnen; dieser 
Liquor enthielt 91 mg-Proz. freie und 42 mg-Proz. Esterschwefelsäure. 
Eine zweite Punktion 10 Tage später ergab klaren farblosen Liquor, 
der keine der üblichen Reaktionen auf Globulinvermehrung mehr gab; 
gleichzeitig mit dieser Besserung war auch der Schwefelsäuregehalt 
auf 33 bzw. 3 mg-Proz. heruntergegangen. Es soll hinzugefügt werden, 
daß in diesen Tagen auch der klinische, vor allem der psychische Zu- 
stand ganz außerordentliche Fortschritte gemacht hatte. 
4. Liquor bei Encephalitis epidemica. 

Diese Beobachtung legte es nahe, in einer Vermehrung der Liquor- 
schwefelsäure wenigstens für einen Teil der Fälle den Ausdruck erhöhter 
Abbauprozesse am Gehirn zu sehen. Von diesem Gesichtspunkte aus 
wurde bei einem Krankheitsbilde, das festgestelltermaßen mit destruk- 
tiven Prozessen der Gehirnsubstanz einhergeht, der chronischen En- 
cephalitis, der Liquor in der oben geschilderten Weise auf Schwefel- 
säure untersucht. Gleichzeitig wurden auch Zucker und NaCl be- 
stimmt!). Auf das Ergebnis der sonstigen bei Encephalitis üblichen 
Liquoruntersuchung soll hier nicht eingegangen werden. 

Es kamen 28 Fälle zur Untersuchung, die teils dem akuten, teils 
dem chronischen Stadium angehörten. Wie aus der Tabelle hervorgeht, 
sind in der Mehrzahl der Fälle die gefundenen Schwefelsäurewerte 
auffallend hoch. Nimmt man Zahlen unter 70 mg-Proz. als normale 
Grenzwerte an, so ist in 20 von 26 Fällen die Liquorschwefelsäure als 
erhöht anzusehen. Einzelne Fälle zeigen sogar ganz exorbitant hohe 
Werte (Tabelle III). 

Die Erhöhung des Schwefelsäurespiegels in einem so hohen Prozent- 
satz der Fälle ist deshalb bemerkenswert, weil bekanntlich die übrigen 
bekannten Untersuchungsmethoden sehr häufig kein eindeutiges Re- 
sultat geben; vor allem die Abgrenzung funktioneller Erkrankungen 
kann dadurch sehr erleichtert werden. Zur Differenzialdiagnose gegen- 
über der Meningitis ist dagegen die Bestimmung der Liquorschwefel- 
säure, wie aus vorstehendem hervorgeht, nicht geeignet. 

Der Liquorzucker war unter 22 untersuchten Fällen nur siebenmal 
vermehrt. Es wurden dabei, in Übereinstimmung mit Eskuchen, Werte 
über 70 mg-Proz. als erhöht angesehen. Der angegebene Prozentsatz 
ist gegenüber dem von vielen Autoren?) angegebenen nicht sehr hoch. 


1) Die klinische Untersuchung der Fälle geschah durch Herrn Prof. 
Stern, dem für die Überlassung des Materials an dieser Stelle bestens ge- 
dankt sei. . 

2) In bezug auf die Literatur wird auf die ausführliche Zusammen- 
stellung von Eskuchen, Zeitschr. f. ges. Neur. u. Psych. 76, 568, hingewiesen. 
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Tabelle III. Encephalitis epid. 



































i || Gesamt«H,. SO Na CI Zucker 
NE | E || mg-Proz. gë Proz. | Proz. 
Sams, = a e SEE EE EE EE T grapenn rezad Tee E ` u 
l | Encephalitis. ...... 109 0,72 | 0,079 
2 | Bee ' 15l 0.71 0.080 
CS EG | 50 05 : 0085 
A ee | 163 073 | 0072 
5 | ee | 199 075 0.04 
6 | Ee | 72 072 ' 0,08l 
Ca a aaa aE 65 0,74 ` 0,059 
8 | GE | 156,6 071 0058 
9 Beschwerden nach Grippe 512,0 0,71 0,070 
10 Encephalitis . ...... 128,1 0,73 | 0,050 
11 | Allgemeine Schwäche nach | | 
| Pippo nun % | 119,1 0,88 | — 
12 Encephalitis . . ..... | 2311 | 0,78 — 
We a a e ée et 60,0 0,68 0.047 
14 | rer 303 0,71 | 0084 
15 ses | 212 0,71 0.075 
16 | GE a | 84 070 : 1.041 
17 || Encephalitis acuta | 74 0,74 | 0,080 
wl" "ri m 06 vat 
n Ti 
20 ” i | 166 073 | 0064 
21 R 70 So d 
22 n í BR j 07 0,065 
99 : ee 44 0.74 0,055 
24 | K acuta... . Im = 070 0.009 
7 P Ree 33 e, oo Se 
26 | nee 8 om 0.001 


Der Grad der Erhöhung entspricht aber in seinem relativ geringen 
Ausmaß der auch von anderen Untersuchern gemachten Beobachtung. 
In dieser Geringfügigkeit der Ausschläge liegt es auch begründet, 
daß die differentialdiagnostische Verwertbarkeit der Liquorzucker- 
bestimmung begrenzt ist; eine wichtige Bedeutung kommt ihr aber 
zu bei der Abgrenzung gegenüber der tuberkulösen Meningitis. 

Die Feststellung des Kochsalzgehalts ergab nichts Ungewöhnliches. 
Die gefundenen Werte bewegen sich an der unteren Grenze des Normalen, 
wenn man 0,73 Proz. als Normalwert annimmt. Einmal fand sich ein 
erniedrigter Wert von 0,68 Proz., einmal ein stark erhöhter von 0,88 Proz. 

In zwei Fällen wurde der Ca-Gehalt bestimmt. Es fand sich 
beidemal mit 5,8 mg-Proz. Ca ein durchaus normaler Wert. 


CG Brustganglymphe, 

Die Untersuchungen wurden an Hunden ausgeführt. Die Werte 
für die Lymphe bewegen sich zwischen 38 und 98 mg-Proz., die für 
das gleichzeitig untersuchte Blutserum zwischen 29 und 45 mg-Proz. 
Die Ungleichmäßigkeit der an der Lymphe erhobenen Befunde 
(Tabelle IV) steht in einem gewissen Gegensatz zu dem sehr regel- 
mäßigen Schwefelsäuregehalt des Serums. 
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Tabelle IV. 
Gesamtschwefelsäure in Milligrammprozenten. 









1 | | 

2 D 

3 | | 

4 | 9 219 
5 B | | | 
6 74 322 | 229 ! 
7 38 | | 155 
s | a lan T 9 8 91 
gh I|- | IL 3 |! 1 168 || 


In sechs Fällen wurde der Einfluß von 150 ccm intravenös in- 
fundierter 5proz. Natriumsulfatlösung untersucht. Der Anstieg des 
Schwefelsäuregehalts erfolgte nicht nur im Blute, sondern auch in der 
Lymphe sehr rasch. Mit einer Ausnahme sind die in der Lymphe ge- 
fundenen Werte höher als die gleichzeitig im Blute vorkommenden. 
Jedoch ist es nicht möglich, aus dieser Beobachtung weitergehende 
Schlüsse zu ziehen, da die zur Untersuchung verwendete Lymphe 
wegen ihrer langsamen Ausflußgeschwindigkeit aus einer längeren 
Zeitperiode stammt als das Blut. Man kann demnach aus dem Er- 
gebnis nicht ohne weiteres auf eine selbständige Funktion der Leber 
schließen. Ä 

Die in zwei Fällen vorgenommene Untersuchung nach einer Stunde 
ergibt, daß das infundierte Sulfat sehr lange im Blute kreist und sich 
auch dementsprechend spät noch in der Lymphe findet!). 


D. Pleurapunktat. 


Die schon früher mitgeteilten ersten Befunde wurden durch sieben 
neue Fälle ergänzt. Einmal handelte es sich um ein Transsudat bei 
Herzinsuffizienz, zweimal um Pleuraergüsse nach Sarkom des Media- 
stinums bzw. Carcinom vom Bronchus aus, viermal um tuberkulöse 
Exsudate, und zwar einmal davon um ein Emphysem. Die gefundenen 
Werte bewegen sich mit großer Regelmäßigkeit zwischen 22 und 
35 mg-Proz.; nur einmal wurden 40 mg-Proz. gefunden. Ein Schwefel- 
säuregehalt von 45 mg-Proz., der ebenfalls einmal, und zwar beim 


1) Vergleichende Versuche am Menschen scheinen zu ergeben, daß beim 
Hund die infundierte Schwefelsäure länger im Blut bleibt als beim Menschen: 
jedoch sind die Untersuchungen über diese Frage noch nicht abgeschlossen. 
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Bronchuscarcinom vorkommt, ist bedingt durch einen hohen Gehalt 
an Esterschwefelsäure. 

Der an nunmehr 12 Fällen gewonnene Überblick zeigt, daß der 
Schwefelsäuregehalt der Pleuraflüssigkeiten in ungefähr gleicher Höhe 
liegt wie der des Blutes. Da, wo gleichzeitig vergleichende Bestimmungen 
an Blut und Exsudat vorgenommen wurden, lag meistens der Blutwert 
um ein Geringes höher als der Pleurawert. 


E. Ödemiflüssigkeit. 


Die an zehn Ödemkranken verschiedener Ätiologie untersuchte 
Ödemflüssigkeit zeigte wie die Pleuraflüssigkeit einen Schwefelsäure- 
spiegel, der sich auf gleicher Höhe bewegte wie der des Blutserums. 
Die Werte bewegen sich im allgemeinen zwischen 15 und 46 mg. Eine 
einmal gefundene hohe Zahl von 65 mg wurde bedingt durch einen 
ungewöhnlich hohen Esterschwefelsäurewert von 25 mg-Proz. Eine 
Ursache für diese Abweichung ließ sich nicht feststellen. 

Wir ersehen aus den zuletzt mitgeteilten Befunden, daß der 
Schwefelsäuregehalt seröser Exsudate und Transsudate und von Ödem- 
flüssigkeit so konstant ist, daß man auch hier von Normalwerten 
sprechen kann, und daß diese Normalwerte den im Blute gefundenen 
annähernd gleich sind. In auffallendem Gegensatz hierzu steht der 
deutlich höhere Schwefelsäurespiegel des Liquor cerebrospinalis; aber 
auch diese Flüssigkeit zeigt auf ihrem erhöhten Niveau eine bemerkens- 
werte Gleichmäßigkeit. Man ist danach wohl berechtigt, für alle hier 
besprochenen Körperflüssigkeiten, mit Ausnahme der Brustgang- 
lymphe, die Existenz regulatorischer, die Höhe des Schwefelsäure- 
spiegels bestimmender Vorrichtungen anzunehmen, wie das ja für 
andere Ionen schon seit langem bekannt ist. Daß unter dem Einfluß 
krankhafter Vorgänge im Liquor der Gehalt an Schwefelsäure besonders 
leicht eine Vermehrung erleidet, findet wohl in den eigenartigen Be- 
dingungen, unter denen der Liquor steht, eine genügende Erklärung. 
Unter dem Einfluß gewisser Vorgänge kann aber auch eine andere 
der bisher genannten Körperflüssigkeiten, und zwar die Ödemflüssigkeit, 
eine außerordentliche Zunahme ihres Schwefelsäuregehalts erfahren. 
Der Krankheitsfall, an dem dies beobachtet werden konnte, war ein 
hochgradiges Myxödem, bei dem durch Hinzutreten von Stauungs- 
zuständen die Gewinnung von Ödemflüssigkeit möglich war. Nach 
Verabreichung von Thyreoidin trat in der Ödenmflüssigkeit eine Zu- 
nahme des Schwefelsäuregehalts auf beinahe das 30fache ein, damit 
war ein eindeutiger Beweis gewonnen für die eiweißstoffwechselsteigernde 
Wirkung des Thyreoidins. Dieser Vorgang, über den an anderer Stelle 
ausführlich berichtet worden ist, beweist, daß die Beobachtung des 
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Schwefelsäurespiegels uns unter Umständen wichtige Aufschlüsse über 
physiologische Vorgänge geben kann!). 

Es bedarf keiner weiteren Erläuterung, daß die im vorstehenden 
gemachten Ausführungen über den Schwefelsäuregehalt verschiedener 
Körperflüssigkeiten auf Vollständigkeit keinen Anspruch machen 
können. Abgesehen davon, daß sie eine Übersicht über die bisher 
festgestellten Normalwerte geben sollten, vermögen sie auch zu zeigen, 
dab die Feststellung des Sulfations ebenso wie die anderer Anionen 
Aufschlüsse diagnostischer und stoffwechselphysiologischer Art geben 
kann. Die schon an anderer Stelle vertretene Auffassung, daß das 
SO,-Ion im Blute nicht den Charakter einer reinen Stoffwechsel- 
schlacke habe, hat demnach eine weitere Stütze erhalten. In diesem 
Sinne spricht auch eine Mitteilung von Starkenstein aus der jüngsten 
Zeit. Er zeigte, daß eine Bariumvergiftung durch intravenöse Injektion 
von Natriumsulfat rückgängig gemacht werden kann, daß das aber 
mit Natriumphosphat nicht möglich ist?). Die Erklärung dieser Beob- 
achtung kann nur darin liegen, daß das SO, -Ion einen lebenswichtigen 
Bestandteil des Blutes darstellt, und daß Barium vor allem durch die 
unlösliche Bindung des Sulfats die bekannten Vergiftungserscheinungen 
hervorruft. 


1) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 84, 424. 
2) Starkenstein in Kraus-Brugsch 9, 1. u. 2. Hälfte, S. 988. 
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Über die Beeinflussung des Stoffwechsels des Eiweißes 
durch Sonnenstrahlung. 


Von 


Ludwig Pincussen (Berlin). 


(Aus dem Institut für Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung 
in Davos.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1924.) 


In einer Arbeit mit Anagnostu und Zangrides!) habe ich die Aus- 
scheidung verschiedener Endprodukte des Eiweißstoffwechsels unter 
Belichtung mit hochkerzigem Glühlicht und gleichzeitiger Sensibili- 
sierung mit verschiedenen Farbstoffen — Rose bengale und Methylen- 
blau — verfolgt. Es ergab sich, daß die gesamte Stickstoffausscheidung 
bei der Behandlung mit dem roten Farbstoff sich verhältnismäßig 
wenig änderte, wenn auch eine Tendenz zur Erhöhung unverkennbar 
war. Wie ältere Versuche, besonders solche mit stärkerer Lichtquelle 
und kurzwelligen Strahlen, ergeben haben, kann die Ausscheidung des 
gesamten Stickstoffs bei entsprechenden Versuchsbedingungen sehr 
erhebliche Werte erreichen. Bezüglich der anderen Komponenten 
fand sich eine deutliche Erhöhung der Ammoniakausscheidung. ein 
Abfall mäßigen Grades für die Aminosäuren, während die Verhältnisse 
für Kreatin und Kreatinin nicht sehr deutlich waren. Die Bestrahlung 
nach Methylenblau ergab für den Gesamtstickstoff eine leichte Ab- 
schwächung, die Werte des Ammoniaks waren wenig verändert, während 
die der Aminosäuren eine zum Teil sehr erhebliche Verminderung auf- 
wiesen. Ich habe diese Versuche nun unter den günstigen Bedingungen 
des Davoser Klimas im Hochgebirgsinstitut, in welchem mir freundlichst 
von dessen Direktor, Prof. A. Loewy, jede gewünschte Unterstützung 
gewährt wurde, auf etwas breiterer Basis fortgesetzt, und zwar an 
Kaninchen. 

Zu meinen Versuchen dienten zwei Albinos und zwei weiß und 
schwarz gefleckte Tiere, die in ziemlich engen Stoffwechselkäfigen 
gehalten wurden. Auf diese Weise war eine stärkere Bewegung der 
Tiere ausgeschaltet, so daß die beobachteten Veränderungen auf er- 


1) Pincussen, Anagnostu und Zangrides, Zeitschr. f. exper. Med. 81, 
410, 1923. 
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höhte Bewegung nicht zurückzuführen sind. Es bestehen bekanntlich 
Angaben, daß die erhöhten Stoffwechselvorgänge im Lichte durch 
solche Faktoren bedingt sein können!). 

Die Ernährung der Tiere bestand in einem gleichbleibenden 
Quantum gelber Rüben, die durch die Liebenswürdigkeit der Instituts- 
leitung schon eine Woche vor dem Versuchsbeginn durchgeführt worden 
war. Zur sicheren Verhinderung von Fäulnisvorgängen, die bei der 
Haltung der Tiere im kühlen Raume schon an sich wenig zu befürchten 
waren, wurde in den Harnbehälter der Käfige stets etwas Thymol 
hineingegeben. Der Harn wurde täglich abgenommen und der Käfig 
in üblicher Weise ausgespült. Die Analysen wurden stets mit der zwei- 
tägigen Harnmenge ausgeführt; die Angaben der Tabellen gelten jedoch 
stets für tägliche Ausscheidung. Bestimmt wurde Gesamtstickstoff, 
Harnstoff, Ammoniak, Kreatinin nach dem in meinem Berliner Institut 
üblichen Verfahren, zur Bestimmung der Aminosäuren wurde die 
Methode von Folin mit Naphthochinonsulfonsäure angewandt, deren 
Resultate außerordentlich befriedigend waren, und welche gegenüber 
der Formoltitration den Vorzug erheblich größerer Schnelligkeit aufweist. 

Bei Versuchen mit natürlichem Lichte ist man selbstverständlich 
gezwungen, auf die Strahlungsverhältnisse Rücksicht zu nehmen. So 
findet sich bisweilen in meinen Versuchen entgegen der sonst üblichen 
Reihenfolge zunächst ein Lichtversuch, dann ein Dunkelversuch. Im 
allgemeinen waren aber die Verhältnisse derart, daß ich die Versuche 
durchaus in der gewünschten Reihenfolge ausführen konnte, da fast 
3 Wochen hindurch Sonnenschein war. In den Dunkelperioden wurden 
die Tiere in einem fast dunklen Raume belassen, in den Lichtperioden 
wurden sie 6 Stunden, von 10 bis 4 Uhr, auf einem gegen Süden ge- 
legenen Balkon des Instituts der Strahlung der Februar- bzw. März- 
sonne ausgesetzt. Die Luft war der Jahreszeit entsprechend kalt, 
so daß eine Erwärmung durch Leitung nicht in Frage kam. 

Mit einer Ausnahme wurde zunächst die Einwirkung der Strahlung 
ohne andere Behandlung geprüft. Des weiteren wurden die Tiere, 
ähnlich wie es in früheren Versuchen gemacht worden war, mit ver- 
schiedenen Farbstoffen sensibilisiert. Während früher Eosin und 
Rose bengale als rote fluoreszierende Farbstoffe zu diesem Zwecke 
verwandt wurden, wurde diesmal ein anderes Fluoresceinderivat be- 
nutzt, und zwar Erythrosin, das Tetrajodfluorescein in 1proz. Lösung. 
Es wurde subkutan gegeben, ebenso wie die untersuchten Anthracen- 
derivate, dichloranthracen-2,7-disulfosaures Natrium in 0,5proz. Lösung 
und ebenso 2,7-anthrachinondisulfosaures Natrium, Farbstoffe, die 
auch in früheren Versuchen schon zum gleichen Zwecke benutzt wurden. 


1) Vgl. Pincussen, Biologische Lichtwirkungen. Ergebn. d. Physiol. 19. 
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Ferner wurden zwei Silberverbindungen auf ihre Wirkung untersucht, 
und zwar Argochrom (Methylenblausilber) und Argoflavin, eine Silber- 
verbindung des Trypaflavins, eines Acridinderivates; von diesen wurde 
das erstere in 0,5proz., das zweite in lproz. Lösung angewandt und 
den Tieren intravenös (Ohrvene) injiziert. Endlich wurden noch Ver- 
suche über die Beeinflussung durch Jodkalium angestellt; dieses wurde 
in proz. Lösung zu je 10 ccm den Tieren durch die Schlundsonde 
gegeben. Diese Versuche wurden dadurch veranlaßt, daß sich heraus- 
gestellt hatte, daß durch Jodkaliumzusatz zu Fermentlösungen unter 
Belichtung eine äußerst starke Hemmung erfolgen kann, welche augen- 
scheinlich der Abspaltung von freiem Jod zuzuschreiben ist. Über 
diese Verhältnisse wird an anderer Stelle näheres mitgeteilt werden. 

Die nachfolgenden Protokolle geben alle notwendigen Zahlen. Zu 
bemerken ist noch, daß die Nahrungsmenge (gelbe Rüben) für die 
Tiere 2 bis 4 425g täglich, für Kaninchen 1 475g betrug, die restlos 
aufgenommen wurden. Die Gewichte der Tiere waren die folgenden: 


| Anfangsgewicht | Endgewicht 





Kaninchen 1. ... 
REN 
, 8... 2280 2260 
4. | 2100 1880 


Von den Farbstoffen wurden das erstemal 2ccm, das zweite und 
folgende Mal B ccm unter die Rückenhaut injiziert. Die Dosen der 
Silberderivate waren 2ccm, die des Jodkaliums, wie schon erwähnt, 


10 ccm. 
Tabelle I. 
Kaninchen 1 (schwarz-weiß). 


Datum Behandlung Gesamt-N | ON | NHaN | Amino-N N 
= g g mg mg mg 








26.—27. II. 48,6 
28.—29. II. 0,5 
1.— 2. III. 53,0 
3.— 4. III. 33,0 
5.— 6. III. 
] 80,5 
7.— 8. III. 1,47 47,5 
9.—10.III. | Dunkel ...... 125 | 116| 08 | 138 | 41,7 
11.—12. III. | Dunkel, Argochrom 1,30 1,20 76 | 143 , 33,9 
13.—14. III. | Hell, Argochrom 162 | 147| 76 | 165 | 45,4 
15.—17. III. | Dunkel ...... 1,25 | 1,17 | 72| 72 | 25 


Im einzelnen ergeben die Tabellen folgendes: Beim Versuch 1 
mit Erythrosin zeigt sich zunächst, daß bei der Injektion des Farb- 
stoffs die Zunahme des Gesamtstickstoffs, welche auf die einfache 
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Bestrahlung hin erfolgt war, noch nicht ganz abgeklungen war, so daß 
bei der ersten Einverleibung die weitere Zunahme sich nicht deutlich 
heraushebt. Erheblich einleuchtender erscheint dies nach der zweiten 
Injektion des Farbstoffs, wo die Gesamtstickstoffmenge von 1,42 g 
auf 1,94 g am Tage heraufgeht. Zugleich mit dem Stickstoff nehmen 
auch die übrigen Werte sämtlicher Komponenten zu, doch ist hier 
eine deutliche Verschiedenheit zu konstatieren. Während in der 
Periode vom 1. bis 2. März der Harnstoffstickstoff 91 Proz. des Gesamt- 
stickstoffs ausmacht, beträgt diese Quote am 3. bis 4. März 87 Proz., 
am 5. bis 6. März 84 Proz. Dieser Abnahme des Harnstoffs steht eine 
Zunahme des Ammoniaks gegenüber, dessen Menge sich vor der Ery- 
throsinbestrahlung auf 1,2 Proz., am 5. bis 6. März auf über 3 Proz. 
des Gesamtstickstoffs berechnet. Auch die Aminosäuren nehmen 
relativ ab, wenn auch diese Abnahme nicht so stark ist: sie fallen 
immerhin von 1,3 auf 0,8 Proz. des Gesamtstickstoffs. Augenscheinlich 
ist die Zunahme des Ammoniaks auf Kosten des Harnstoffs erfolgt, 
dessen Synthese Not leidet. Die Verminderung der Aminosäuren 
scheint andererseits für eine erhöhte Desaminierung zu sprechen: es 
ist nicht wahrscheinlich, daß bei der allgemeinen erheblichen Steigerung 
des Stoffwechsels eine Retention irgendwelcher Art hier in Frage kommt; 
immerhin bedarf diese Angelegenheit noch weiterer Prüfung, um so 
mehr, als unter Umständen eine solche Möglichkeit wohl vorhanden 
sein dürfte, wie ich bei früheren Versuchen ausgeführt habe. Der Versuch 
am gleichen Tiere mit Argochrom ergibt ebenfalls eine Steigerung 
der Gesamtausscheidung, doch keine sonstigen charakteristischen 
Unterschiede. Er ähnelt dem Verhalten der Stoffwechselprodukte 
bei Belichtung ohne sensibilisierenden Farbstoff, also dem Anfang 
des Versuches: der Harnstoff ist relativ ein wenig vermindert, bei 
den anderen Komponenten sind die Unterschiede sehr gering. Ge- 
wisse Ähnlichkeiten finden sich gegenüber einem früheren Versuch 
mit Methylenblau. 


Tabelle II. 
Kaninchen 2 (schwarz-weiß). 












27.—28. II. | Dunkel ...... 
29. II.-1.III.| Hell... ..... 
2— 3. ULI Dunkel ...... 
4.— 5. III. Dunkel Aa achinon- 1,17 42,0 
6.— 7. HILI Hell Natrium || 1,24 36,4 
8—10. IIL.| Dunkel . 1,33 4.2 


Der Versuch 2, welcher ebenfalls zunächst eine Periode mit Be- 
lichtung ohne Sensibilisator, anschließend daran eine solche mit 
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2,7-anthrachinondisulfosaurem Natrium umfaßt, ergibt für beide 
Perioden eine mäßiggradige Steigerung sowohl des Gesamtstickstoffs 
wie seiner Komponenten, die grundsätzlich gleich erscheint. Kreatinin 
und Aminosäuren sind relativ in geringem Maße verringert, Harnstoff 
kaum verändert, dasselbe gilt vom Ammoniak. 
Tabelle III. 
Kaninchen 3 (Albino). 
Krestin.n De 


Datum Behandlung | Gesamt-N ÙN Ez Amino-N 











26.— 27.11. | Dunkel ......\ 060 | 056 | 7,0 Eng 
28.—29. II. !Hel........ 067 |063| 91 

1.— 2. III. | Dunkel ...... 0,79 |070| 55 | 

3— 4. IIL | Dittuse Y ades | DÉI | 089 | 75 

5.— 6. III. || Hel disulfosaures | 0,99 | 0,92 | 9,5 

7.— 8. IH. | Dunkel n | 102 | 09 | 62 

9.—10. III. | Dunkel ... ... | 09% |08 | 5,7 

11.—12. III. | Dunkel, Argoflavin | 0,76 0,69 | 48 || 74 32,7 
13.—14. III. | Hell, Argoflavin ..| 0.04 0,61 5,7 6,2 22,0 
15—17. III. | Dunkel ... | oe |083 |142| 77 | Sei 





Die in Tabelle III zusammengefaßten Versuche bieten zunächst 
ein im wesentlichen gleiches Bild. Ohne Sensibilisator eine mäßig- 
gradige Zunahme des Gesamtstickstoffs, die freilich erst am folgenden 
Tage manifest wird. Das gleiche ergibt die Sensibilisierung mit dichlor- 
anthracen-2,7-disulfosaurem Natrium. Sowohl Ammoniak wie Harn- 
stoff sind ziemlich konstant, die Aminosäuren nehmen absolut und 
relativ etwas ab. So ergibt sich ein Bild, das dem früher bei Methylen- 
blauversuchen am Menschen (Le, SI erhaltenen ähnelt. Dazu 
kommt die fast regelmäßig unter Belichtung beobachtete Abnahme 
des Kreatinins.. Erheblich anders stellt sich der am gleichen Tiere 
angestellte Versuch mit Argoflavin dar, einer Verbindung von Silber 
mit dem Trypaflavin, bekanntlich einem Acridinderivat, die ja ebenfalls 
sensibilisierende Eigenschaften aufweisen. Die Verhältnisse liegen 
hier sehr ähnlich wie beim Erythrosin, obgleich in der Absorption die 
Ähnlichkeit sehr gering ist. Der Gesamtstickstoff nimmt zwar kaum 
zu: nur nachträglich ist eine Aufwärtsbewegung zu konstatieren, so 
daß man gezwungen ist, eine Nachwirkung anzunehmen. Mit dieser 
Stickstoffzunahme geht eine Abnahme des Harnstoffs und eine Zu- 
nahme des Ammoniaks einher, dasselbe, was im ersten Versuch beim 
Erythrosin hervortrat. 

Versuch 4 endlich zeigt die Wirkung von Jodkalium, das dem 
Tiere in Mengen von 10 cem einer 5proz. Lösung durch die Schlund- 
sonde beigebracht wurde. Hier ist die Steigerung des Gesamtstickstoffs, 
besonders in der zweiten Bestrahlungsperiode, sehr groß, und sie be- 
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Tabelle IV. 
Kaninchen 4 er 
BER SUR 


















27.—28. II. | Dunkel ...... 33,5 
2— 3. LIL | Jodkalium, dunkel . 30. A 
4.— BUI | Jodkalium, hell . . 0.91 36.5 
6.— H IL || Jodkalium, hell `, . 1,47 40,2 
8—10. III. | Dunkel ...... 1,30 28,7 


steht noch in der Nachperiode fort. Die Komponenten verhalten 
sich wie beim Erythrosinversuch, jedoch noch ausgeprägter: der 
Harnstoff nimmt erheblich ab, ähnlich die Aminosäuren, während das 
Ammoniak eine entsprechende Zunahme aufweist. Im ganzen beob- 
achten wir hier einen sehr stark gesteigerten und veränderten Stoff- 
wechsel, der sich besonders auch in einer Störung der intermediären 
Prozesse, insbesondere der Harnstoffsynthese, manifestiert. Es dürfte 
kein Zweifel sein, daß hier eine Störung der Leberfunktion vorliegt; 
während wir bei den Versuchen mit Farbstoffsensibilisierung über die 
Grundlagen der Veränderungen bisher im Dunkeln tappen, liegt die 
Sache hier viel klarer. Es dürfte keinem Zweifel unterliegen, daß 
die beobachteten Stoffwechselstörungen auf den Einfluß von ato- 
mistischem Jod zurückzuführen sind, welches durch das Licht aus dem 
Jodkalium abgespalten wird. Diese Reaktion geht unter Umständen 
in erheblichem Ausmaß vor sich, wie Versuche zeigen, über die an 
anderer Stelle berichtet werden soll. Aus den dort erhaltenen Ergeb- 
nissen glaube ich mit Sicherheit annehmen zu dürfen, daß bei JK- 
Gaben und gleichzeitiger Farbstoffsensibilisierung die Ausschläge 
noch viel eklatanter sein werden. Solche Versuche sind im Gange. 
Bei dieser Gelegenheit möchte ich noch auf folgendes aufmerksam 
machen. Bekanntlich hat die Schweizer Regierung — und andere 
Staaten wollen diesem Beispiele folgen — angeordnet, daß in kropf- 
gefährdeten Gegenden dem Speisesalz ein geringer Zusatz von Jod- 
alkali zugefügt wird, entsprechend den guten Erfahrungen, welche mit 
kleinsten Jodidgaben zur Verhütung des Kropfes gemacht worden sind. 
Wie persönliche Mitteilungen besagen, sollen die Ergebnisse dieser 
Prophylaxe im Unterland ausgezeichnete sein, während in den höher 
gelegenen Bezirken im Gegenteil nicht selten basedowartige Erschei- 
nungen beobachtet werden. Wenn ich auch über die Frage mir ein 
Urteil nicht erlauben will, so scheint es mir doch sehr wahrscheinlich, 
daß im Höhenklima mit stärkerer Strahlung durch Entstehung von 
atomistischem Jod aus Jodalkali in ganz ähnlicher Weise, wie ich es 
bei dem oben geschilderten Versuch beobachtet habe, eine basedowoide 


42 L. Pincussen: 


Stoffwechselsteigerung resultiert. Leider sind die Angaben über das 
Verhalten der einzelnen Endkomponenten bei Basedow nicht derartige, 
daß sie einen Vergleich mit meinen Ergebnissen unter Jodidgabe und 
Strahlung gestatten. Ich hoffe, dies bald durch eigene Versuche nach- 
holen zu können. Ich möchte noch zur Diskussion stellen, ob nicht 
vielleicht bei der oben genannten JK-Therapie es sich um das Jodion 
handelt, das vielleicht ganz anders wirkt als das Jodatom. 

Wenn ich die eben geschilderten Versuche im Zusammenhang 
mit den früheren über den Eiweißstoffwechsel unter Bestrahlung be- 
trachte, so sind vorläufig drei charakteristische Typen der Licht- 
wirkung herauszuschälen. 

Zur ersten Gruppe gehören die Versuche mit Erythrosin dieser 
Serie sowie früher beschriebene am Menschen mit Sensibilisierung 
mit einem ähnlichen roten Farbstoff (Rose bengale) und Belichtung 
mit hochkerzigem Glühlicht. In diese Rubrik gehören dann auch die 
JK-Versuche. In der allgemeinen Stoffwechselsteigerung entsprechen 
sie auch meinen älteren Versuchen am Menschen mit Eosin. Hier 
findet sich überall eine mehr oder weniger starke Steigerung des all- 
gemeinen Stoffwechsels, charakterisiert zunächst durch die zum Teil 
sehr große Zunahme des Gesamtstickstoffs. Dabei nimmt der Harnstoff 
ab, ebenfalls die Aminosäuren, das Ammoniak nimmt zu, Kreatinin, 
dessen Rolle bisher nicht geklärt ist, nimmt ebenfalls ab. Wir haben 
also eine deutliche qualitative und quantitative Veränderung des inter- 
mediären Stoffwechsels. In früheren Versuchen, besonders über das 
Verhalten der Purinkörper, auch des Traubenzuckers, habe ich unter 
Lichtwirkung eine gesteigerte Oxydation erweisen können. Nach 
Aussage dieser Versuche ist aber nicht zweifelhaft, daß auch das synthe- 
tische Vermögen des Organismus durch die Strahlenwirkung modifiziert 
wird. Die Harnstoffabnahme und die gleichzeitige Ammoniakzunahme 
kann kaum anders gedeutet werden als durch eine verringerte Synthese, 
also eine Dysfunktion der Leber. 

Die Ergebnisse mit Argoflavin, welche den eben geschilderten 
weitgehend ähneln und sich von ihnen nur durch die geringere Zu- 
nahme der Gesamtstickstoffausscheidung unterscheiden, führen über 
zu der zweiten Hauptgruppe. Diese begreift die Bestrahlungserfolge 
ohne Zusatz eines Sensibilisators, ferner die unter Sensibilisierung mit 
Anthracenfarbstoffen erhaltenen. Hier nimmt die Ausscheidung des 
gesamten Stickstoffs ebenfalls etwas zu: es ist jedoch in dem Ver- 
halten des Harnstoffs und des Ammoniaks eine relative Verschiebung 
nicht mehr festzustellen. Aminosäuren sind immer noch vermindert, 
ebenfalls das Kreatinin. Auch das Argochrom gehört noch hierhin, 
wenn es auch schon gewisse Ähnlichkeit mit der dritten Gruppe zeigt, 
welche durch die früheren Versuche mit Methylenblau charakterisiert ist. 
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Unter Verwendung dieses Farbstoffs (bei hochkerzigem Glühlicht) 
war beim Menschen der Stoffwechsel im allgemeinen überhaupt nicht 
mehr gesteigert, die Ausscheidung des Gesamtstickstoffs war sogar 
etwas vermindert. Auch die einzelnen Komponenten nahmen in ent- 
sprechender Weise ab, ohne daß eine Verschiebung eintrat. Nur die 
Aminosäuren machten eine Ausnahme, indem ihre Abnahme relativ 
sehr erheblich war, ihre Werte auf die Hälfte zurückgingen. Da eine 
erhöhte Desaminierung unter diesen Umständen nicht anzunehmen 
war, glaubte ich diese Erscheinung auf eine Retention bzw. günstige 
Wiederverwertung beziehen zu können. 

Die geschilderten Versuche reichen natürlich bei weitem nicht 
aus, um die Frage der Lichtwirkung auf den intermediären Eiweiß- 
stoffwechsel zu klären. Immerhin zeigen sie, daß man unter Umständen 
die Stoffwechselprozesse in verschiedenen Richtungen beeinflussen 
kann. Es wird viel weitere Arbeit notwendig sein, um diese Fragen 
einer weiteren Klärung zuzuführen. 


Beiträge zur Blutzuckerbestimmung. 


Von 
Ludwig Pincussen und Nicolaus Klissiunis (Athen). 


(Aus der biochemischen Abteilung des städtischen Krankenhauses am Urban 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1924.) 


Die Blutzuckerbestimmung nach Bang gehört zu den wohl am 
meisten geübten Mikrobestimmungen. Sie ist bei einiger Übung ohne 
Schwierigkeit auszuführen, und die erhaltenen Resultate entsprechen 
durchaus den berechtigten Anforderungen. Neuerdings wird zwar 
von Dreset und Rothmann (l) angegeben, daß die mit Ferricyanid 
arbeitende Methode von Hagedorn und Jensen (2) der Bangschen vor- 
zuziehen sei, insbesondere, da sie sich auch ähnlich wie die Bangsche 
mit einer Wägung des Blutes auf Löschpapierblättchen ausführen läßt. 
Eigene ausführliche Erfahrungen stehen uns über diese Methode nicht 
zur Verfügung, auch waren die hier zu schildernden Versuche schon 
abgeschlossen, ehe wir andere Erfahrungen über die neue Methode 
hörten. 

Die hier geschilderten Versuche sind sämtlich nach dem Bangschen 
Verfahren ausgeführt in der im hiesigen Laboratorium üblichen Form, 
die sich eng an die Originalvorschrift von Bang anlehnt. Wir haben 
aber doch einige neue Erfahrungen gemacht, die wir hier kurz mitteilen 
möchten. Wie früher Finkelstein (3) in einer unter Leitung des einen 
von uns ausgeführten Arbeit gezeigt hat, findet eine Abnahme des 
Zuckers auch dann statt, wenn man die mit Blut beschickten Blättchen 
längere Zeit stehen läßt, ohne sofort die Extraktion anzuschließen. Es 
ergibt sich daraus also, daß ein längeres Stehen die Resultate fälscht. 
Daß die Wägung unmittelbar an die Aufsaugung des Blutes an- 
geschlossen werden soll, ist allgemein bekannt. Der Grund hierfür 
ist darin gegeben, daß infolge Wasserverdunstung das Gewicht des 
Blutes beim Stehen an der Luft rapide abnimmt; der Gewichtsverlust 
beträgt im Durchschnitt schon nach einer Stunde 35 Proz. Dieser 
Verlust läßt sich aber auf einen ganz geringen Bruchteil zurückführen, 
wenn man das Blättchen unmittelbar nach der Aufsaugung des Blutes 
in ein trockenes Glas, z. B. ein Reagenzglas, überführt, das man nun 
fest zustöpselt. Unter solchen Verhältnissen beträgt die Abnahme 
des Gewichtes bei mittlerer Temperatur nicht mehr als ungefähr 3 Proz. 
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in einer halben Stunde und 6 bis 8 Proz. in einer Stunde. Es ist also 
möglich, mit einer für klinische Zwecke hinreichenden Genauigkeit 
das Blut ohne Mikrowage am Krankenbett zu entnehmen und die 
Wägung nach einer halben Stunde z. B. anzuschließen, wenn man nicht 
vorzieht, zur Blutentnahme eine Pipette zu benutzen, wie Floros (4) 
angegeben hat. 

Es liegt auf der Hand, daß die Fehler um so größer werden, je 
kleiner die vorhandenen Mengen Blutzucker sind. Dementsprechend 
sind die Differenzen insbesondere bei normalen oder unternormalen 
Zuckerwerten in mehreren Proben verhältnismäßig groß. Besonders 
in solchen Fällen empfiehlt es sich, eine kleine Abänderung des Bang- 
schen Verfahrens einzuführen, welche darin besteht, daß man zwei 
Blättchen mit Blut beschickt, in zwei Reagenzgläser überführt und 
dann diese wie eine Probe weiter behandelt. Dies geschieht einfach 
so, daß man die je 6,5ccm Extraktionsflüssigkeit aus den beiden Proben. 
ohne nachzuspülen, zusammen in das Reduktionskölbchen überführt 
und dann die Probe genau so weiter verarbeitet, wie dies von Bang 
angegeben ist. Der durch das Zurückbleiben einiger Tropfen im Reagenz- 
glase und das fehlende Nachspülen entstehende Fehler ist so gering, 
daß er überhaupt nicht ins Gewicht fällt. Es ist selbstverständlich, 
daß in diesem Falle auch die Kontrollprobe statt mit einem, mit zwei 
Blättchen vorgenommen wird. Es wird an manchen Stellen der Leer- 
versuch ohne Blättchen angestellt. Dieses Verfahren ist durchaus 
abzulehnen, da alle Blättehen mehr oder weniger jodbindende Sub- 
stanzen enthalten und, wenn man diesen Faktor nicht berücksichtigt, 
die erhaltenen Werte zu hoch ausfallen. Es können hier unter Um- 
ständen sehr große Differenzen in Frage kommen, besonders, da die 
in den Handel gebrachten Blättchen zum Teil durchaus nicht den an 
sie gestellten Bedingungen genügen. Wir haben z. B. feststellen können, 
daß bei Anwendung verschiedener Blättchen Differenzen von fast 
0,10 ccm n/100 Thiosulfat bei der Titration auftraten: das entspricht 
einem Blutzuckergehalt von 0,035 Proz., also so viel, daß bei Außeracht- 
lassung z. B. ein ganz normaler Wert pathologisch erscheinen kann. 
Es ist selbstverständlich, daß zur Kontrolle und Hauptbestimmung 
nur gleiche Blättchen verwendet werden dürfen. Sind sie übrigens 
gut gereinigt, so kann ein Unterschied zwischen Leerbestimmung ohne 
Blättchen und mit diesen vollständig fehlen. 

Die Bangsche Originalmethode gibt an, daß vor der Titration 
Leem einer 5proz. Jodkaliumlösung zuzufügen ist. Ein Überschuß 
an Jodid ist zur Gewinnung richtiger Ergebnisse durchaus erforderlich, 
wie das schon Treadwell (5) für die jodometrischen Makrobestimmungen 
festgestellt hat. Die Menge von 1 ccm bzw. 20 Tropfen erscheint jedoch 
reichlich hoch, und aus Gründen der Sparsamkeit haben wir versucht, 
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mit kleineren Mengen auszukommen. Vergleichende Versuche haben 
ergeben, daß in allen Fällen die Hälfte dieser Menge genügt: wir fügen 
also nur 10 Tropfen JK-Lösung zu. 

In der klassischen Schrift von Bang (6) ist angegeben, daß der 
Blutzucker der verschiedenen Provinzen Unterschiede nicht zeigt. 
Dortselbst findet sich auch die Literatur, die späterhin kaum erweitert 
worden ist. Die Bangschen Vorschriften, die auch im hiesigen Institut 
gewissenhaft befolgt werden, verlangen, daß das durch einen leichten 
Einstich gewonnene Kapillarblut ohne Pressen und Drücken entnommen 
wird, um die Beimischung von Gewebssaft zu vermeiden. Wie die 
Resultate, die nachfolgend tabellarisch zusammengestellt sind, ergeben, 
haben wir bei Entnahme des Blutes nach der genannten Methode 
unter Vermeidung der oben gekennzeichneten Fehlerquelle, vor allem 
auch selbstverständlich nach Reinigung der betreffenden Körperteile, 
in vielen Fällen durchaus verschiedene Werte erhalten, wenn das Blut 
von verschiedenen Stellen entnommen wurde. Als Stellen der Blut- 
entnahme wurden gewählt rechte und linke Hand, meistens dritter 
Finger, rechtes und linkes Ohrläppchen: außerdem wurde in einer 
Reihe von Fällen Blut durch Punktion der Ellenbeugevene gewonnen 
und sein Zuckerwert verglichen. Untersucht wurden teils Rekon- 
valeszenten von verschiedenen Krankheiten, teils Diabetiker, teils 
Patienten mit Lähmungen. 

Es ergibt sich folgendes. Beim Diabetes (Tabelle I) war der 
Zuckergehalt bei Entnahme des Blutes aus Vene, Ohr und Hand 
stets übereinstimmend. Beim Vergleich von rechter und linker Hand 
in betreff des Blutzuckers normaler Fälle ergab sich in 75 Proz. Über- 
einstimmung zwischen rechter und linker Hand, in 25 Proz. ein höherer 
Wert der einen Seite, meist rechts. Vergleiche zwischen Hand und Vene 
ergaben bei etwa Zi: der Fälle Gleichheit, in 1, war der Wert in der 
Hand größer als in der Vene. Die beiden Ohren gaben im wesentlichen 
die gleichen Werte; Hand und Ohr waren meistens gleich, nur in einigen 
normalen Fällen war der Wert in der Hand höher als im Ohre (Tabelle II). 


Tabelle I. Diabetes. 


EE 


| Armvene Hand | Ohr 
Nr. — 
| rechts | links rechts links rechts | links 














5 | 0,229 | 0230 ` | DËS | 

12 | 0,223 0,233 | 0,229 

17 | 0,315 0,313 1 0,310 0,319 
18 | 0,357 0,363 0,360 0,342 
99 0,213 028 | 0,221 0,216 
29 | 0,278 0,276 | 

32 ` 1 0,128 0,128 0,138 0,135 
39 ı | 0,220 0,220 | 0,205 0,210 
42 ' 0,103 0,098 0,104 0,100 
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Tabelle II. Verschiedene Krankheiten. 


| Armvene 
rechts | links | rechts | links | rechts pine. 


Nr. | Krankheit 























1 

2 | Magm-la? . | 0.001 S 0,085 | 0,083 

3 Herzleiden ...... | | 0. 139 0. 134 

3a | Chorea .. ..... | ‚0,098 ; 0088| | 0,099 
4 Lues cerebri.. - 0,129 | 0'108 | 0,115 0,119 
7 Ulcus ventric. . . . 0,117 0,132 0,121 0,125 
8 | Neurasthenie ..... ; 0,105 | 0,108 

9 | Ulcus ventric.. .... | 0,107 || 0,121 | 0,114 0,104 
10 |' Encephalitis. ..... 0,109 | 0,110 || 0,110 | 0,102 
13 || Asthma bronch. . . . . || 0,093 | 0,086 || 0,115 | 0,106 | 

14 ` Lungentuberkulose KS 0,068 | 0.074 0,075 | 0,068 
16 Nephritis ....... 0,139 0,129 | 0,120 0,130 
19 | Grippe ... Are aa 0.115 | 0.116 || 0,122 0,122 
35 | Paralysis agit.. .... ' 0,140 | 0,146 | 0,148 | 0,135 
36 | Ieterus ........ | 0,107 | 0,120 || 0,105 0,099 
37 Lues cerebrosp. .... 0,127 | 0,126 | 0,115 | 0,113 
38 | Rheumatismus .... 0,095 || 0,101 | 0,103 | 0,106 | 0,101 
43 | Polyarthrits ... . . 1 0,089 0,102 || 0,103 

4 || Neurssthenie .... . | 0,102 0,103 | 0,115 | 0,111 | 0,108 
45 Icterus .. < 0,101 0,132 | 0,128. 0,110 | 0,110 
46 Magenleiden `, . ... . 0,096 0,094 | 0,088 || 0,113 | 0,115 
48 || Nephritis ....... 0,096 | 0,096 0, 107 | 0,107 ||- 





Besondere Verhältnisse ergaben sich bei Untersuchung von 
Patienten, welche einseitig gelähmt waren. Wir untersuchten im ganzen 
ll Fälle einseitiger Lähmungen und fanden, daß in acht von diesen 
der Blutzucker auf der gesunden Seite den der kranken Seite übertraf, 


Tabelle III. Mit Lähmungen verbundene Erkrankungen. 


e a Ee and Ohr 
Nr. Krankheit Lähmung Vene 
| teche | EE Make !| rechts | links 














6 Apoplexie ..... ER mit Tremor 0,159 | 0,124 | 0,155 | 0,149 
2] ST EE E links 0, 170 | 0,149 || 0,165 | 0,174 
22 5 < ET abgelaufen links 0,160 0,172 || 0,158 : 0,168 
24 E Qi in ea rechts 0,117 | 0,130 || 0,136 | 0,139 
25 œ EECH links 0,135 | 0,152 || 0,153 | 0,144 
26 a d er | rechts 0,106 | 0,113 | 0,119 | 0,115 
31 a EE en A links gering 0,142 | 0,133 | 0,112 : 0,115 
33 ra links 0,193 | 0,163 | 0,175 , 0,180 
A4 `| > Penari rechts 0,130 | 0,139 || 0,139 | 0,136 
4] links 0,127 | 0,141 | 0,127 |; 0,140 | 0,133 
27 | | Poliomyelitis (8 J ahr) links 0,139 | 0,123 





und zwar war die Differenz in sechs Fällen sehr erheblich, in zwei 
Fällen geringer, aber immerhin deutlich ausgesprochen. In zwei Fällen 
wurde kein klarer Unterschied gefunden, in einem Falle war das Ver- 
halten dem nach den vorhergehenden Ergebnissen zu erwartenden 
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entgegengesetzt. Der Zucker des Blutes aus dem Ohrläppchen erwies 
sich wiederholt höher als der aus der gelähmten Hand. 

Diese Befunde erscheinen überraschend. Die Bangsche Methode 
gibt an sich, wie viele Kontrollbestimmungen nicht nur im hiesigen 
Institut, sondern auch an vielen anderen Stellen ergeben haben, durch- 
aus zuverlässige Resultate, besonders wenn, wie es auch hier stets 
geschehen ist, Doppelbestimmungen oder gar vierfache Bestimmungen 
ausgeführt wurden. Der größte Teil der Resultate ist unabhängig 
von mehreren Untersuchern gewonnen worden. Ganz allgemein be- 
trachtet, muß man natürlich annehmen, daß der Zuckergehalt im 
strömenden Blute in den verschiedenen Teilen des Organismus der 
gleiche ist: so ergaben auch Entnahmen aus den beiden Venen stets 
übereinstimmende Resultate. Wir werden aber zu der Annahme ge- 
drängt, daß bei der Entnahme von Kapillarblut nach der üblichen 
Methode bei allen Vorsichtsmaßregeln doch gewisse Mengen von 
Gewebssaft in den Blutstropfen hereingehen und mitbestimmt werden. 
Wir müssen des weiteren annehmen, daß in arbeitenden Teilen der 
Zuckergehalt ein höherer ist als in den nicht arbeitenden: hieraus 
ergibt sich der häufig höhere Befund in der rechten gegenüber der 
linken Hand, und vor allem die erniedrigten Werte in gelähmten Glied- 
maßen. Beim Diabetes scheinen nach unseren Ergebnissen die Ver- 
hältnisse anders zu liegen: es macht den Eindruck, als ob eine völlig 
gleichmäßige Durchtränkung des Gewebes mit Zucker vorliegt, welche 
durchaus der Höhe des Zuckers im Blute entspricht. 

Wir verhehlen uns keineswegs, daß diese seltsam anmutenden 
Resultate trotz sorgfältigster Arbeit zun Teil durch Fehler gefälscht 
sein können. Es hängt natürlich von unvorhergesehenen Zufällen ab, 
in welcher Weise und in welchem Prozentsatz eine Mischung von Blut 
und Gewebssäften stattfindet. Das erklärt auch hinreichend die ge- 
fundenen Abweichungen. Immerhin schien es wichtig, diese Resultate 
mitzuteilen: vielleicht führt weitere Arbeit auf diesem Gebiete zu 
einer absoluten Klärung der Sachlage. 
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Studien über intermediären Kohlenhydratumsatz 
beim Phlorrhizindiabetes, im Hunger und unter Insulin. V. 


Von 


Theodor Brugsch, S. v. Exten und Hans Horsters. 
(Aus der II. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 18. Juni 1924.) 


In unseren ersten Mitteilungen!) wurde gezeigt, daß das Insulin- 
prinzip ein oxydativ-synthetisches Prinzip für die Leber und Muskulatur 
vorstellt, indem es den Aufbau des Zuckers über die Milchsäure und 
Hexosephosphorsäure zum Glykogen hin bewirkt; weiter wurde gezeigt, 
daß im Hunger (im Gegensatz zur normalen Ernährung) Leber und 
Muskulatur gegenüber der Glykose in starke oxydative Einstellung 
geraten (es wird stürmisch Glykose verbraucht); schließlich wurde 
gezeigt, daß der apankreatische Diabetes mellitus im Intermediär- 
versuch gekennzeichnet ist durch das Fehlen der oxydativen Synthese 
des Glykogens auf der einen Seite und der starken Tendenz der 
Zuckerbildung auf der anderen Seite, wobei aber auch der apan- 
kreatische Diabetes mellitus nicht der starken oxydativen Hunger- 
einstellung gegenüber den Kohlenhydraten verlustig geht. Es wurde 
auch beim Hunger wie beim apankreatischen Diabetes der Eintritt 
der Fettsäuren in den intermediären Stoffwechsel festgestellt, was auf 
die Bildung von Zucker aus Fettsäuren hinzuweisen scheint. 

Unsere Untersuchungen haben wir in gleicher Methodik auf die 
intermediären Kohlenhydratvorgänge unter Berücksichtigung der an- 
organischen Phosphorsäure und Fettsäuren beim Phlorrhizindiabetes 
des Hundes ausgedehnt. | | 

Die Versuchsanordnung deckt sich durchaus mit der in den ersten 
Mitteilungen wiedergegebenen Methodik. Die noch lebensfrischen 
Organe des gerade getöteten Tieres wurden fein zerrieben und im 
Verhältnis von 10: 100 mit Ringerlösung aufgeschwemmt, die 0,1 Proz. 
Glykose und 0,11 Proz. NaHCO, enthielt. Der eigentliche Versuch 
geschah so, daß die feine Organ-Ringersuspension bei 37°C im Wasser- 
bade durchlüftet wurde. Analysen wurden an Teilportionen vor dem 
Beginn des Versuchs und sofort nach Beendigung des Versuchs (eine 
halbe Stunde Dauer) durchgeführt auf Zucker (Folin-Wu), Milchsäure 


1) I. Mitteilung, diese Zeitschr. 147, H. 1/2; II. bis IV. Mitteilung, 
ebendaselbst 149, Heft 1/2. 
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(Fürth und C'harnas), anorganische H,PO, (Embden), Titration mit 
n/100 HCl und Alizarinrot als Indikator, Fettsäurenextraktion (Äther- 
Alkoholtitration mit Phenolphthalein als Indikator). Die Glykogen- 
bestimmung nach Pflüger geschah an einer gesonderten Organportion. 
Einzelheiten der Methodik vgl. Mitteilung I. 

Kleiner Hund P (Protokollversuch Nr. 131) hungert 2 Tage und erhält 
an jedem Hungertage 3 g Phlorrhizin in Alkohol gelöst subkutan eingespritzt. 
Der Blutzuckerwert beträgt vor dem Hunger 0,101 Proz., am ersten Hunger- 
tage 0,07 Proz.; der Hund scheidet stark Zucker aus; im Harn läßt sich 


auch Acetessigsäure nachweisen. Zu Beginn des dritten Hungertages wird 
der Hund durch Entbluten aus den Carotiden getötet. 


Die Organe werden im Verhältnis von 10: 100 aufgeschwemmt. Leber 
und Niere zeigen makroskopisch deutlich Verfettung. 


Butters Stearin ` Aneren. | Butters | Stearine | Aciditäte 
Glykose | Milchsäure e E a Fees Ens zuwachs 
mg n/100 HCI ca 


10g Leber, auf 100 cem ccm Ringerlösung Berechnet: weisen Auf: 





























sofort e 95 | 5, 9 11 | ? ? 29 
nach !/, Stunde 102 8, 6 | 18 i 22 19 | | l 
Bilanz .| +7 | +27 | +7 |+22 | +19 | 





10g Leber enthalten Spuren Glykogen. 
10 g Muskel, auf 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 


sofort BB | 4,9 | 14 | ? | 
nach t/a Stunde 
Bilanz 


<85 0.8 2 l M) N SÉ, 
10g Muskel enthalten Spuren Glykogen. 





— | +19 | +12 j+11 |+84 | 


P g Herzmuskel, Ze Sr PS Ringerlösung berechnet, Ben auf: 


SEL | ? | 90 
er A, Stunde > Ha e 2 132 | 3 | M 14 H TI Se 
Bilanz dë L 457 | +1 |+ +140 I 


10g Herz enthalten Spuren Glykogen. 





10g Niere, auf 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 








sofort. BB | 45 i B 7 | II æ 
nach LI, Stunde 90 > 135 2% ` 22 | 27 | B 
Bilanz LU : +90 | +15 | +22 | +2 | 
10 g Gehirn, auf 100 cem Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
sofort. : 79 > 19 | 14 | | | 96 
nach ?/, Stunde 77 42 39 05 ll | 
Bilanz .| —2 +3 | +2% |+05 |+u | 





Diskussion der Resultate. 
Sämtliche Organe, Leber, Muskel, Herzmuskel, Niere, Gehirn ent- 
halten Glykogen nur in Spuren, dafür aber produzieren sie Fettsäuren 
in nicht unerheblicher Menge. Die Produktion von Fettsäuren haben 
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sie mit der Hungerstellung der Organe und mit dem Diabetes mellitus 
apancreaticus gemeinsam. Sie unterscheiden sich aber von diesen 
Zuständen durch folgende Momente: 1. starke Bildung von anorga- 
nischer Phosphorsäure, 2. Bildung von Milchsäure, die nicht durch 
Glykolyse erklärbar ist. Zieht man zum Vergleich den Versuch am 
pankreasdiabetischen Hungerhund F (Protokoll Nr. 106), Mitteilung III, 
heran, der etwa gleich lange wie dieser phlorrhizindiabetische Hund 
gehungert hat, so zeigt der erstere eine negative Bilanz hinsichtlich 
des Zuckers und der Milchsäure im Durchlüftungsversuch bei gleich- 
zeitiger starker Mobilisierung von Fettsäuren und ohne daß sich die 
Werte der anorganischen Phosphorsäure ändern, hier hingegen, bei dem 
Phlorrhizinhungerhund, ändern sich kaum die Glykosewerte, jedenfalls 
zeigen sie höchstens eine geringe positive Tendenz, ohne daß die Werte 
&ber nennenswert über das Niveau der in der Ringerlösung vorgelegten 
Glykosewerte hinübergehen. So wird man z. B. für die Leber die Milch- 
säuremengen ebensowenig wie bei der Niere aus der vorgelegten Glykose 
ableiten können, sondern muß sie aus anderem Material herleiten. 


Bei der Leber ist das Gegenseitigkeitsverhältnis nach Y,stündiger 
Lufteinwirkung von 102 mg Glykose, 8,6 mg Milchsäure, 18 mg anorga- 
nische H. PO, 2,2 mg Buttersäure, 19 mg Stearinsäure nicht anders 
lösbar, als daß man die Milchsäure, H,PO, und die Fettsäuren zuein- 
ander in Beziehung bringt, da ja 102 mg Glykose genau der vorgelegten 
Menge von Glykose entsprechen. Bringt man zunächst die Milchsäure 
zur Phosphorsäure in Relation, so ergibt sich ein Verhältnis für die 


Leber ........ Milchsäure : Phosphorsäure = 2,7: 7 
Muskel ....... z S Š — 20:12 
Herzmuskel ..... A : D — 57:14 
Niere ... 2.2 20.%. Se : E = 90:15 
Gehin ....... s ; B = 23,0:25 
Leber . . . Milchsäure + Zucker : Phosphorsäure = 9,7: 7 
Muskel .. S + e 2 à > 20:12 
Herzmuskel a + „ Ñ < 5,1:14 
Niere .. . e + ` 3 — 20,0: 15 
Gehim .. E + a E — 21,0:25 


d. h. es besteht eine Proportion, die sich zugunsten der Phorphorsäure 
verschiebt, wenn man die Herkunft aus einer Hexosediphosphorsäure 
ableitet, aus der auf 4Mol. Milchsäure 2 Mol. Phosphorsäure sich 
herleiten können. Immerhin ist das Verhältnis von 180: 196 einiger- 
maßen bei der Niere und beim Gehirn gewahrt. Nimmt man aber an, 
daß sich neben der Milchsäure auch noch kleine Mengen Zucker aus 
einer Hexosediphosphorsäure gebildet haben (Leber, Herz, Niere), 
dann wäre hier für den phlorrhizindiabetischen Hund die Annahme 
möglich, daß die gesamten Organe trotz der Hungerstellung keinen Zucker- 


A? 
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verbrauch aufweisen, dagegen kleine Mengen Zucker und Milchsäure 
aus einer Hexosediphosphorsäure bilden, deren Herkunft sich nicht 
aus Glykogen ableiten läßt, sondern mit aller Wahrscheinlichkeit nur 
oder vorzugsweise aus dem Fette, wobei betont werden muß, daß die 
Bildung nicht allein aus dem Glycerin erfolgt sein kann, sondern auch 
aus Fettsäuren erfolgt sein muß. Besonders belehrend in dieser Hinsicht 
ist der Versuch an der Niere, die selbst fettsäureführend relativ große 
Mengen Zucker bzw. Milchsäure über eine Hexosediphosphorsäure 
bildet. Vergleicht man die einzelnen Organe untereinander, so ergeben 
sich noch gewisse Unterschiede: Am stärksten ist die Bildung von 
Milchsäure und Zucker in der Niere, hier sind auch die Fettsäuremengen 
am größten, dann folgt Leber, Herz und Muskulatur; besonders auf- 
fallend sind die hohen Milchsäurewerte und Phosphorsäurewerte des 
Gehirns, ohne daß besonders hohe Fettsäurewerte sich auffinden lassen, 
das spricht dafür, daß hier die Phosphorsäure aus anderen Quellen 
(Lecinsäure usw.) als Hexosediphosphorsäure herstammt; für diese 
Ansicht sprechen auch die späteren Versuche (s. weiter unten). 


Kleiner Hund R. (Protokoll Nr. 133.) 


Der Hund, nachdem er 24 Stunden gehungert hat, bekommt an zwei 
weiteren Hungertagen je 3g Phlorrhizin subkutan und wird am vierten 
Hungertage durch Öffnen der Carotiden getötet. Der Blutzuckergehalt 
beträgt am ersten Tage 0,095 Proz., am zweiten Hungertage bereits 
0,044 Proz. Die Harnzuckerausscheidung ist stark positiv. 

Die frisch entnommenen Organe werden aufgeschwemmt mit Ringer- 
lösung, die 0,1 Proz. Glykose und 0,11 Proz. NaHCO, enthält. 








l S Anorgan. Butter Stearin» Aciditäts- 
mg mg mg mg mg n/100 HCI 











10 g Leber, auf 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 


sofort . . ? | 2,3 | 10,0 33 I! n7 | 12 
nach !/, Stunde 91 8,1 12,0 | 18 :° 120 
Bilanz . |+58 | +20 |—ı5 | +03 








Über den Glykogengehalt der Leber siehe weiter unten. 


10g M Ri GE 100 cem Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
sofort 











68 | 42 I 09 5,6 
nach 1/, Stunde a a | 9, 9 4 2.3 08 | 5,0 | 4,0 
Bilanz .| |+sı | +00 |—03 | —oe | 


Über den Glykogengehalt siehe weiter unten. 


10 g Herzmuskel, auf 100 cem Ringerlösung berechnet, weisen auf: 


sofort .| ? 5,4 53 — 08 | 6,2 120 
nach LI. Stunde, 104 13, 5 6, 0 `, 0. 3 11,2 i 


Bilanz RE REES 


Über PEN Gly en des Herzens siehe weiter unten. 
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Anorgan. SE T aa | Anorgan. | Butter | Seege, | Aciditätse 
Glykose | Milchsäure 
ns säure rie 
g (eno HCI 


10 g Niere, ge Ñ cem e Niere, aut 100 com Ringorlösung berec berechne weisen BEE : 


sofort 10,64 2,2 9,8 20 
nach !/, Stunde S 5 24,64 1,2 15,7 
Bilanz 44 |+100 |—10 | 59 | 


Über den RE der Niere siehe weiter unten. 





10 g Gehirn, auf 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 



























sofort ? 3,6 | 150 ! 24 13,7 
nach !/, Stunde ? 16,2 305 | 17 14,3 
Bilanz . +126 |+145 |—-07 | —07 | 


Über den Gliykogengehalt des Gehirns siehe weiter unten. 


Diskussion der Resultate. 


Die Resultate an diesem Intermediärversuch erfahren insofern eine 
besondere Beleuchtung, als hier im Gegensatz zum vorhergehenden 
Versuch sich deutlichere Mengen Glykogens in Leber, Muskel, Herz, 
Niere und Gehirn auffinden ließen. Indessen ergab sich ein merkwürdiger 
Befund insofern, als nach Aufspaltung des sogenannten Glykogens nach 
der Pflügerschen Methode durch verdünnte HCl in sämtlichen Organen 
der Zucker links drehte, und zwar betrug er (auf Fructose berechnet): 


in 10g Leber . ...... 45 mg 
» 10g Muskel ...... 27 y 
ve 10:8: Herz: ée ee & 45 „ 
» 10g Niere. . . .. 2... 54 „ 
vn 10g Gehirn. . ..... 18 ,, 


Der Befund läßt kaum eine andere Deutung zu, als daß sich in 
den Organen ein Komplex höherer Zuckerverbindungen vorgefunden hat, 
die durch die Aufschließung mit Salzsäure als überwiegend linksdrehende 
in Freiheit gesetzt worden sind. Leider sind nun gerade die Zuckerwerte 
bei den einzelnen Organversuchen mißglückt, so daß man keine bündigen 
Aussagen hinsichtlich der Zuckerproduktion oder des Zuckerverbrauchs 
machen kann, nur das dürfen wir sagen, daß dieser Hungerphlorrhizin- 
hund im Gegensatz zum normalen oder pankreasdiabetischen Hunger- 
hunde keine wesentlichen Zuckermengen von der vorgelegten Glykose 
verbraucht hat, daß dagegen nach der produzierten Milchsäure und 
den Zuckerwerten, soweit sie vorliegen, zu urteilen, alle Organe eine 
Produktion an Milchsäure (bzw. Zucker) aufweisen. Die geringste 
Produktion zeigt der Muskel, dann folgen Leber, Herz, Niere, Gehirn. 
Aber während im vorhergehenden Versuch mit der Milchsäure- bzw. 
Zuckerbildung eine der Hexosediphosphorsäure entsprechende Bildung 
anorganischer H,PO, zu konstatieren ist, ist dieser Fall hier nur bei 
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Gehirn und Niere zu finden, während die Bildung von Zucker bzw. 
Milchsäure aus einer Hexosediphosphorsäure bei der Leber nur gering 
ist und bei der Körper- wie Herzmuskulatur fehlt. 

Wichtig ist hier auch das Verhalten der Fettsäuren: sie sind frei 
in allen Organen zu finden, aber nur Herzmuskel und Niere zeigen 
während des Durchlüftungsversuchs eine Steigung des Fettsäurewertes. 


Kleiner Hund S. (Protokoll Nr. 134.) 


Der Hund erhält nach 24stündigem Hunger an drei weiteren Hunger- 
tagen zweimal 2,0g Phlorrhizin subkutan. Blutzucker zu Beginn der 
Hungerperiode 0,102 Proz., am dritten Hungertage 0,059 Proz., am vierten 
Hungertage 0,055 Proz., der Harn enthält reichlich Zucker. Am Morgen des 
fünften Hungertages ist der Hund sehr schwach und matt und wird durch 
Verblutung (aus den Carotiden) getötet. 

Herz, Leber, Niere stark verfettet. 

Die Organe werden mit Ringerlösung (mit 0,1 Proz. Glykose und 
0,11 Proz. NaHCO,) im Verhältnis von 10: 100 aufgeschwemmt. 


G 





aaa Anorgan. Butters Stearin- Aciditäts 
| Glykose | Milchsäure H,PO, u sure an 
| mg mg mg mg mg nl HCI 























10 g Leber, auf 100 cem Ringerlösung berechnet, weisen auf: 








sofort : 8 | 14 |; 123 . 06 7,6 28,0 
nach !/, Stunde | 119 126 20,3 0,6 T 350 | °> 
Bilanz .| +26 | u2 ; +80 |+00 |+286 | 





10g Leber enthalten kein Glykogen. 
10 g Muskel, auf 100 cem Ringerlösung berechnet, weisen auf: 








sofort .. ? 36 ! 33 | 05 50 | g0 
nach !/, /, Stunde 10 | 45 : 6 8 1.08 64 | > 
Bilanz .| + [+09 | 32 Iron |+14 | 








In 10g Muskel ist kein Glykogen enthalten. 

10 g Herzmuskel, See 100 cem Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
sofort . . | a3 2,3 | 33 | 04 4.85 | unn 
nach it, , Stunde i30 2,3 63 0.7 i 224 ` ? 

Bilanz .; +39 Ton | +30 | +03 +179 | 
In 10g Herzmuskel sind bei der Glykogenverarbeitung 9 mg links- 
drehender Zucker enthalten. 
10 g Niere, auf 100 cem Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
sofort . . | 4 ; 41 ': 70 0,5 9,2 
nach !/, Stunde 115 4,0 Be: d 2 0.4 séi 263 
Bilanz | +31 | — 01 + 2,2 —0l EI | 
In 10g Niere sind enthalten an Glykogen, berechnet auf Glykose = 108 mg. 














10 g Gehirn, auf 100 cem Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
sofort 72? | 45 | 20 ` 0,8 8,4 | 48.0 
nach ł/ Stunde 4? 2139 A0 | 0,5 17,6 k 

Bilanz .| —28? | +94 !+1470 |—03 |+92 | 

10 g Gehirn enthält bei der Glykogenverarbeitung 63 mg links- 
drehenden Zucker. 
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Diskussion der Resultate. 

Trotz scharfen Hungers sind die Organe gegenüber dem Zucker 
nicht in Hungerstellung geraten, im Gegenteil produzieren Leber, 
Körper- und Herzmuskel und Niere noch Zucker über die vorgelegte 
Glykose der Ringerlösung. Leber und Hirn produzieren daneben noch 
erhebliche Mengen Milchsäure.. Das Verhältnis der Milchsäure zur 
Phosphorsäure liegt bei der Leber annähernd im Verhältnis der Hexose- 
diphosphorsäure. Die Herkunft des produzierten Zuckers erklärt sich 
in der Leber nicht aus dem Glykogengehalt der Leber, ebensowenig 
beim Körper- oder Herzmuskel. Einzig die Niere ist deutlich glykogen- 
führend, aber im Sinne eines Komplexes linksdrehenden Zuckers. 
Dort, wo nicht Glykogen als Zuckerbildner in Frage kommt, ist die 
Fettsäurebildung heranzuziehen: sie ist für Leber, Niere und Herz- 
muskel erheblich und weist darauf hin, daß hier im Fette (Glycerin 
wie Fettsäuren) die Quelle des Zuckers zu suchen ist. 

Schwierig sind die Verhältnisse des Gehirns zu beurteilen, bei dem 
das Verschwinden von Zucker, ebenso wie das Freiwerden größerer 
Mengen von anorganischer H,PO, möglicherweise mit dem Zugrunde- 
gehen der Hirnsubstanz zusammenhängen mag. 


Nachdem wir die intermediären Kohlenhydratumsatzverhältnisse 
in den drei Versuchen festgestellt haben, sind wir dazu übergegangen, 
den Einfluß des Insulins auf den Phlorrhizindiabetes zu erproben, 
vor allem hinsichtlich der Frage, ob das synthetische Aufbauprinzip 
des Insulins auch beim Phlorrhizindiabetes trotz dessen scharfer 
Zuckerbildungstendenz zum Ausdruck kommt. 


Insulinversuche von phlorrhizinvergifteten Hungerhunden. 
Kleiner Hund T. (Protokoll Nr. 135.) 

Der Hund erhält in vier Hungertagen 3 Tage hintereinander je 1g 
Phlorrhizin subkutan. Der Blutzucker sinkt bei starker Zuckerausscheidung 
am dritten Tage auf 0,061 Proz., am vierten Hungertage auf 0,037, an diesem 
Tage werden vier Einheiten Insulin Tetewop injiziert; am Morgen des 
fünften Hungertages erhält er 20 Einheiten Insulin, 1 Stunde später 
Blutzucker 0,073 (Krämpfe). Daraufhin noch einmal intraperitoneal 
20 Einheiten Insulin, eine halbe Stunde später Exitus unter klonischen 
Krämpfen, der Blutzucker ist auf 0,038 Proz. gesunken. Der Harnzucker 
beträgt an diesem Tage (aus der Blase) 2,87 Proz. 

Die Organe werden im Verhältnis von 10: 100 mit Ringer auf- 
geschwemmt, die 0,1 Proz. Glykose und 0,11 Proz. NaHCO, enthält. 


Stearin» er 
= zuwacns 
BAUER in ccm 

mg n/100 HCI 


10 g Leber, auf 100 cem Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
sofort ... d 116 | 7,2 | | 0,5 12,0 | 16 
nach Li Stunde 125 3,6 0,5 52,4 
! Abnahme 


Bilanz e -+ 9 | — 3,6 : um 20 Proz. | aw 0,0 |+ 39,6 | 


H;PO, säure 


| Giykose | Milchsäure 


mg mg 





Anorgan. | Butters 
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| BE Anorgan. Butter. , | Stearins Aciditatse 
Glykose l Milchsäure HP O, duté saure ela 
mg mëi mg Bu. ` Dë 2/1007 HC 
10 g Muskel, auf 100 ccm en berechnet, weisen auf 
sofort . 140 : 36 | | 0,2 4,2 | 20 
nach 1/, Si Stunde 120 | 46 0,1 10,4 y 
Bilanz .| —20 | +09 |unverändert| 091 | +62 | 
10g H aa eg 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
sofort . k 5,9 0,1 3,4 | 10.0 
nach "is Stunde Stunde l 180 4,5 0,3 28,0 j 
Bilanz Bilanz .| +36 | 1 | Zie | +02 |+246 | 
10 g Niere, auf 100 cem Be berechnet, We auf: 
sofort .... 132 3,2 0,1 + 18,0 
nach !/, Str Stunde 161 5,4 0,2 17 Í 
Zunahme 





Bilanz e + 29 | + 2,2 Ke e + 0,1 SÉ 11,2 | 

10 g Gehirn, auf 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
sofort 
nach "ie Stunde 


..|| 190 10,3 0.1 21,5 
130 | 4,0 | | 0,3 | 63,5 | en 
wn en Zeme | 102 Lan | 


Bilanz 





Glykogengehalt in: 

10g Leber = 36 mg, berechnet auf rechtsdrehenden Zucker 
(Glykose), 

10 g Muskel = 27 mg, berechnet auf Fructose, 

10g Herz = 54 mg, berechnet auf rechtsdrehenden Zucker, 

10g Niere = 18 mg, berechnet auf linksdrehenden Zucker 
(Fructose), 

10g Gehirn = 18 mg, berechnet auf linksdrehenden Zucker. 


Diskussion der Resultate. 


Auch durch Insulin ist es nicht möglich geworden, sämtliche 
Organe des phlorrhizinvergifteten Hungertieres in oxydative Synthesen- 
stellung zu bringen ; das ist nur gelungen bei der Leber, die anorganische 
HPO, retiniert und Milchsäure zum Verschwinden bringt. Hier 
kommt also das Prinzip der Bildung der Hexosephosphorsäure zum 
Durchbruch, während es bei den anderen Organen versagt. Anderer- 
seits hat das Insulin das Einbrechen der Fettsäuren in den inter- 
mediären Umsatz nicht aufzuhalten vermocht, was sonst dem Insulin 
leicht gelingt. Trotz Insulins ist die Niere und der Herzmuskel, aber 
auch noch zum Teil die Leber zuckerbildend, allem Anschein nach 
auf Kosten des Fettes. 

Von besonderer Bedeutung ist es, daß die Organe des Insulin- 
phlorrhizintieres einen höheren Zuckerwert in der Ringerlösung auf- 
weisen, als diese ursprünglich enthält, d. h. daß das Insulin trotz Hunger 
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und Phlorrhizinvergiftung immer noch eine Anreicherung von Zucker 
in den Organen zuwege bringt, was den ersten Schritt zur Glykogen- 
synthese hin bedeutet. 


Kleiner Hund U. (Protokoll Nr. 136.) 


Zuckerspiegel am ersten Hungertage normal, kein Harnzucker. 

Zweiter Hungertag: 0,5 Phlorrhizin subkutan, Blutzucker 0,074 Proz. 

Dritter Hungertag: 0,5 Phlorrhizin subkutan, Blutzucker 0,044 Proz. 

Vierter Hungertag: 0,5 Phlorrhizin subkutan, Blutzucker 0,078 Proz. 
Starke Glykosurie. 


Fünfter Hungertag: 0,5 Phlorrhizin subkutan + 5 Einheiten Insulin. 
Harnzucker 2,03 Proz. 

Sechster Hungertag: 8 Uhr 30 Minuten Blutzucker 0,035 Proz., 8 Uhr 
45 Minuten 20 Einheiten Insulin intravenös, 9 Uhr Blutzucker 0,025, 
8 Uhr 45 Minuten Blutzucker 0,03 Proz., 10 Uhr 20 Einheiten Insulin 
intravenös, 10 Uhr 30 Minuten Blutzucker 0,01 Proz., 20 Einheiten Insulin 
intravenös (ohne Krämpfe), 10 Uhr 45 Minuten Blutzucker 0,025 Proz. 

Das Tier ist sehr schwach und wird um 11 Uhr durch Öffnen der 
Carotiden getötet. Harnzucker in der Blase 2,1 Proz. 

Die Organe werden in Ringerlösung (10: 100) aufgeschwemmt; die 
Lösung enthält 0,1 Proz. Glykose und 0,11 Proz. NaHCO,. 













Stearin» Aciditäts» 

Glykose | Milchsäure - zuwachs 
säure Ian 

mg mg | nil00 HO 





EEN 


10 g Leber, auf 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 





sofort .... 171 | 2,7 | 6,2 03 176 | +30 
nach !/, Stunde 159 | 81 15,4 0.2 38.8 i 
Bilanz .| —22 | +54 | +92 |—01 +32 | 
10 g Muskel, auf 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
33 
136 | 108 | 02; 70 | #8 


sofort . .. . 
nach !/, Stunde 
Bilanz .| +3 | +27 | +00 | +00 |+08 | 


10 g Herzmuskel, auf 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 





81 ii 45 | 02 6,2 
45 | 
| 


sofort .. . .|| 140 | 14,4 4,0 0,3 | 7,3 +2 
nach !/, Stunde 180 10,0 7,0 0,3 9,5 
Bilanz .| +20 |—44 | +30 |+00 |+22 | 





10 g Niere, auf 100 cam Ringerlösung berechnet, weisen auf: 


sofort ....| 16 | 32 1,8 04 "SI | 11 
nach !/, Stunde || 133 | 68 7,8 0,3 24,6 
Bilanz .| —3 | +36 | +60 |—01ı |+165 | 


10 g Gehirn, auf 100 ccm Ringerlösung berechnet, weisen auf: 
sofort `, . 140 | 6,8 | 7,8 01 : 95 | +20 
nach !/, Stunde | 130 5,9 1290 | 03 !' 98 "` i 


Bilanz .| +10 |—0,9 |+121 | +02 |+03 | 
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Glykogengehalt 
der Leber in 10g ...... 45 mg 
des Muskels in 10g ..... 0,0 ,, 
„ Herzens in 10g ..... 110 ,, 
der Nieren in 10g. ..... 54 ,„ 
des Gehirns in 10g. . . .. . 0,0 „ 


berechnet auf Glykose. 
Diskussion der Besultate. 


Auch hier hat bei dem Phlorrhizintiere im starken Hunger das 
Insulin einen Zuckeranbau bewirkt, der beim Aufschwemmen der 
Organe wieder zum Teil abgegeben wird. Von ausgesprochener oxy- 
dativer Synthese ist aber bei keinem Organe etwas zu konstatieren. 
Durch das Insulin ist auch keine Sperrung des Fettabbaues über die 
Fettsäuren zuwege gekommen. 

Im ganzen liegen die Verhältnisse ähnlich wie im vorigen Versuch. 


Zusammenfassung. 

Beim phlorrhizinvergifteten (oder) Hungertiere tragen die Organe 
Spuren kleinerer Mengen Glykogens bzw. in linksdrehende Zucker 
aufspaltbare Zuckerkomplexe. Die Organe des phlorrhizinvergifteten 
Tieres geraten trotz scharfen Hungers sehr schwer in oxydative 
Hungerstellung, sind vielmehr eingestellt auf die Produktion von 
Zucker. Diese Produktion vollzieht sich beim phlorrhizinvergifteten 
Hungertiere allem Anschein nach aus dem Fette (Fettsäuren und 
Glycerin), wobei auch eine Bildung der Hexosediphosphorsäure in 
Frage zu kommen scheint. Die stärkste Zuckerbildung weisen beim 
phlorrhizinvergifteten Hungertiere Niere, Leber, Herzmuskulatur auf, 
während die Körpermuskulatur in bezug auf die Zuckerbildung zurück- 
tritt. Gegenüber der durch das Phlorrhizin erzwungenen Zucker- 
bildung, die sich, wie gesagt, nicht allein auf die Niere erstreckt, sondern 
— wenn auch schwächer — auch auf die anderen Organe, vermag 
auch das Insulin nicht die Zuckerbildung zu unterbrechen, d. h. einen 
oxydativ-synthetischen Mechanismus auszulösen, der etwa die Zucker- 
bildung, namentlich aus Fett, unterbricht. Trotzdem gelingt es auch 
beim Phlorrhizinhungertiere, durch Insulin noch eine Aufstapelung 
von Zuckern in den Organen zu erreichen. Vergleicht man die inter- 
mediären Kohlenhydratverhältnisse zwischen dem apankreatischen 
Diabetes mellitus und dem Phlorrhizinhungertiere, so ist der bedeutungs- 
vollste Unterschied wohl der, daß beim Phlorrhizintier in erster 
Linie die Niere Zucker bildet, dann erst die anderen Organe, beim 
apankreatischen Diabetes die Leber und danach die anderen Organe, 
daß ferner auch im intensiven Hunger das Phlorrhizintier noch Zucker 
bildet, während hier der apankreatische Hund die oxydative Ein- 
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stellung gegenüber den Kohlenhydraten besitzt, d. h. keinen Zucker 
bildet, ihn vielmehr aufzehrt. Der apankreatische Diabetes hat also 
nicht schlechthin die Fähigkeit verloren, den Zucker abzubauen, diese 
Fähigkeit beweist er im Hunger, er hat nur die Fähigkeit der oxydativen 
Synthese verloren. Der Phlorrhizinhund hat nicht die Fähigkeit der 
oxydativen Synthese eingebüßt, vielmehr ist seine Zuckerbildung, vor 
allem in den Nieren, eine so überwiegende geworden, daß diese über 
alles andere dominiert, daher auch im schärfsten Hunger der phlorrhizin- 
diabetische Hund gegenüber den Kohlenhydraten nicht in oxydative 
Hungerstellung gerät. Daß das Fett — nicht nur aus dem Glycerin, 
sondern auch aus den Fettsäuren — Zuckerbildner ist, läßt sich be- 
sonders schön an Niere, Leber und Herz beim phlorrhizinvergifteten 
Hungertiere zeigen. Daß die Zuckerbildung dabei über die Hexose- 
diphosphorsäure vor sich geht, machen einige unserer Beobachtungen 
höchst wahrscheinlich. 


Die dextrinierende Kraft der Malzamylase verschiedener 
Getreidearten und einige Beobachtungen über die Reaktivierung 
der durch hohe Temperatur inaktivierten Amylase. 


Von 
Tadeusz Chrzaszecz. 


(Aus dem Institut für landwirtschaftliche Technologie der Universität Posen.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1924.) 


Allgemeines. 


Bei der Wirkung der Amylase auf die Stärke stellen wir stets drei 
Teilwirkungen fest, und zwar die Auflösung, Dextrinierung und Ver- 
zuckerung der Stärke. 


Diese Erscheinungen kommen so klar zum Vorschein, daß man dieselben 
nicht nur leicht beobachten, sondern auch mit größerer oder kleinerer 
Genauigkeit messen kann. Die Mängel der Kinetik dieser einzelnen Er- 
scheinungen liegen in ihrem gemeinsamen Auftreten. Beobachtet und mißt 
man eine von diesen Reaktionen, so müssen wir in Betracht ziehen, daß 
gleichzeitig neben denselben auch zwei andere Prozesse vor sich gehen, die 
zwar nicht in derselben Intensität auftreten 1), doch wahrscheinlich dieselben 
beeinflussen. Als Resultat des gemeinsamen Auftretens der hier statt- 
findenden Prozesse wird die Amylase als ein einheitliches Enzym angenommen, 
das diese drei Prozesse durchzuführen imstande ist. Erst Seyffert?), dann 
Wijsmann?), Beyerinck*) und Pottevin®) sprechen dafür, daß unter dem 
Namen der Amylase mindestens zwei Enzyme anzunehmen sind; auch 
unsere Beobachtungen gehen in dieser Richtung, indem wir unter der 
Amylase drei verschiedene Kräfte annehmen®). Die neuesten Arbeiten 


1) T. Chrzaszcz und K. Terlikowski, Wochenschr. f. Brauerei 29, Nr. 41, 
1912; T. Chrzaszcz, ebendaselbst 80, Nr. 41, 1913. 

2) H. Seyffert, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 21, 177, 1898. 

3) Wrjsmann, Rec. trav. Chem. 9, 1, 1890. 

4) Beyerinck, Centralbl. f. Bakt. (2) 1, 221, 1895. 

6) Pottevin, These. Paris 1899. 
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darüber zielen darauf hin, in der Amylase zwei verschiedene Kräfte zu ver- 
muten, von denen die eine die Stärke auflöst, die andere dagegen dieselbe 
dextriniert und verzuckert. Windisch!) stellt in Übereinstimmung mit 
unseren früheren Beobachtungen fest, daß die stärkelösende Kraft einerseits 
und die stärkeverzuckernde Kraft andererseits in den Malzen nicht gleich- 
artig auftritt. Eine Bekräftigung dieser Ansicht, daß die Amylase ein zu- 
sammengesetztes Enzym ist, finden wir in der Arbeit E. Ohlssons?), dem 
die Trennung der stärkeverzuckernden Kraft von der stärkelösenden Kraft 
gelingt. Wirkt man mit Säuren (hohes py) bei niedriger Temperatur ein, 
so geht die stärkelösende Kraft zugrunde, die verzuckernde Kraft bleibt; 
dagegen bei Einwirkung von hohem p(oH), bei hoher Temperatur geht die 
verzuckernde Kraft zugrunde, die lösende Kraft bleibt. 

Die verzuckernde Kraft der Amylase wird von einer Reihe Forschern 
mit der dextrinierenden Kraft so weit identifiziert, daß sie zur Erkennung 
des stärkeverzuckernden Prozesses die Jodreaktion anwenden, wo diese 
doch eigentlich nur den Verlauf der Dextrinierung der Stärke zeigt. Die 
Jodreaktion zur Messung der verzuckernden Kraft der Amylase wurde 
zuerst von Robert?) vorgeschlagen. Weiter befassen sich mit dieser Methode 
Salkowski*), Jahn®), nachher Schütze und Barun®); doch gelingt es erst 
Wohlgemuth”), diese Methode so handlich zu machen, daß die Physiologie 
des tierischen Organismus dieselbe, mit kleinen Abänderungen, fast durch- 
weg zur Messung der verzuckernden Kraft der Amylase verwendet. 

Schon im Jahre 1886 wies Lintner!) darauf hin, daß die Jodmethode 
nicht genügend genau zur Bestimmung der verzuckernden Kraft der Amylase 
sei. Diese Beobachtungen bestätigen Shermann und Thomas?); indem sie 
bemerkten, daß die auf Jodreaktion beruhenden Methoden weniger genau 
als die Reduktionsmethoden sind. E. Starkenstein!?) gibt an, wie man die 
Wohlgemuthsche Jodmethode anwenden soll, um genaue Resultate zu 
erzielen, und H. Lapidus bemerkt, daß man bei dieser Methode Jod im 
Überschuß verwenden soll!!). L. Adler 191 findet die günstigste Ionen- 
konzentration für die stärkeverzuckernde Kraft der Amylase pg = 4.87, 
für stärkedextrinierende Kraft pa = 4,6 — 5,2. Nach diesen Zahlen dürfte 
man verschiedene Eigenschaften bzw. anderes Verhalten der verzuckernden 
Kraft gegen die der dextrinierenden vermuten. 


Untersuchungen über die dextrinierende Kraft als solche sind 
unseres Wissens bisher noch nicht genau durchgeführt. Erst die Er- 








1) W. Windisch, W. Dietrich und A. Beyer, Wochenschr. f. Brauerei 
40, 61, 1923. 

2) E. Ohlsson, C. r. soc. Biol. 87, 1183, 1922. 

3) Robert, Proc. Roy. Soc. 82, 145, 1881. 

4) Salkowski, Virchows Arch. 120, 343, 1888. 

5) Jahn, ebendaselbst 122, 271, 1890. 

6) Schütze und Barun, Med. Klinik 1907, Nr. 17. 

?) J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 

8) C. J. Lintner, Journ. f. prakt. Chem. 17, 378, 1886. 

?) H. C. Shermann und A. W. Thomas, Journ. Amer. Chem. Soc. 87. 
623, 1915. 

10) E. Starkenstein, diese Zeitschr. 24, 191, 1910. 

11) H. Lapidus, ebendaselbst 80, 40, 1912. 

12) L. Adler, ebendaselbst 77, 146, 1916. 
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kennung ihrer Eigenschaften und des Reaktionsverlaufs wird zu der 
Entscheidung führen, ob dieselbe als besondere amylolytische Kraft 
anzusehen ist, und überdies dürfte sich zeigen, wie weit die Jodmethoden 
zur Bestimmung der verzuckernden Kraft der Amylase geeignet sind. 
Wir wollen daher in den Untersuchungen folgendes nachforschen: 

l. Den Einfluß der Menge der pflanzlichen Amylase (verschiedene 
gekeimte Getreide) auf die Geschwindigkeit der Dextrinierung der 
Stärke, in der Absicht, die optimale Temperatur der Reaktion fest- 
zustellen. > 

2. Den Einfluß der Menge, der Verkleisterung und der Dick- 
flüssigkeit der verkleisterten Stärke auf die Dextrinierungsgeschwindig- 
keit mittels Amylase. 

3. Die Inaktivierungstemperatur der dextrinierenden Kraft der 
Amylase. 

4. Die Reaktivierung der durch hohe Temperatur inaktivierten 
Anıylase. 


Experimenteller Teil. 


Zur Untersuchung wurde die Amylase in Form wässeriger Malzauszüge 
der verschiedenen Getreide genommen, und zwar die des Gersten-, Roggen-, 
Weizen-, Hafer- und Hirsenmalzes. Das Malz wurde gleich früherem Ver- 
fahren vorbereitet!). Bei diesen Untersuchungen nahmen wir absichtlich 
Rohamylase, um dann die erhaltenen Resultate mit denen der gereinigten 
Amylase vergleichen zu können. 

Mit diesen Malzauszügen, die einen verschiedenen Gehalt an Amylase 
hatten, wurde auf gereinigte Kartoffelstärke, welche 18,75 Proz. Wasser 
enthielt, eingewirkt. Die 3-, 2-, 1-, 0,2- und 0,05proz. Stärkekleister werden 
durch halbstündiges Kochen im Salzbade gewonnen. Sobald die Temperatur 
im Stärkekleister auf 98°C steigt, hält man die Verkleisterung für beendet. 
Nach 5 Minuten Temperatureinwirkung wird der Stärkekleister abgekühlt, 
mit Acetatpuffergemischen verpuffert und je 100 ccm auf eine Reihe 250 cem 
fassende Kölbchen verteilt, die dann in ein Wasserbad bzw. eir.en Thermo- 
staten von bestimmter Temperatur hineingestellt werden, wo sie etwa 
1 Stunde verbleiben, und zwar bis sich die Temperatur im Kolben mit der 
des Wasserbades bzw. Thermostaten ausgleicht. Das Wasserbad hält die 
Temperatur mit einer Genauigkeit + 0.50 C. Dann gibt man zu jedem 
Kolben gewöhnlich 5 cem Malzauszug, durch leichtes Umschwingen wird 
von Zeit zu Zeit durchgemischt. Mittels Jodreaktion wird der Gang des 
dextrinierenden Prozesses durch Probenehmen geprüft. Zur Untersuchung 
werden nur Jenaer Glasgeräte verwendet; Pipetten waren genau auf ihren 
Inhalt geprüft. 

Die Jodreaktion zeigt sich dann am empfindlichsten, wenn man zu 
einer stark verdünnten Jodlösung eine verdünnte dextrinierte Stärke zusetzt. 
Bei den Untersuchungen wird die Jodreaktion derart ausgeführt, daß man 
im Reagenzglas zu 10 cem n/500 wässeriger Jodlösung 5 ccm der zu unter- 
suchenden Lösung zugibt und die entstehende Färbung beobachtet. Die 


1) T. Chrzaszcz, diese Zeitschr. 142, 417, 1923. 
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Dextrinierung der Stärke haben wir gewöhnlich bis zu einer gelbrosa Färbung 
geführt; bei starken Malzauszügen gingen wir bis zu einer hellgelben Färbung, 
d. h. bis zu der Eigenfarbe der zur Reaktion verwendeten Jodlösung. 


Der Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration auf die Dextrinierung der Stärke. 
Alle enzymatischen Prozesse sind von der Wasserstoffionenkonzentration 
abhängig!). L. Adler?) zeigt, daß der günstigste dextrinierende Prozeß bei 
Woasserstoffzahl po = 4,6 — 5,2 verläuft. Die Stärkekleister und Malz- 
auszüge zeigen eine viel schwächere Ionenkonzentration, und zwar: 


0,2proz. Stärkekleister zeigt Pg = 6,40 

l If If PE Pu ~ 6,32 

2 sœ 55 » Pau zz 6,25 

d o sn » Pa ~” 6,20 
Malzauszüge zeigen . . . . Pg = 6,00 bis 6,20 


Um den Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration festzustellen, 
bereiten wir 2proz. Stärkekleister, auf welchen mit 5 cem 5proz. Gersten- 
malzauszug bei Gegenwart verschiedener Menge von Acetatpuffergemischen, 
die die Wasserstoffionenkonzentration verschieben, eingewirkt wird. Die 
Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 


100 ccm 2proz. Stärkekleisters, versetzt mit 5 ccm 5proz. Malzauszug 


und Puffergemischen, wurden bei 40°C bis zur Jodgelbfärbung dextriniert 
und zeigte: 





+ 0,4 + 14,6 | 5,80 79 
+ 08 + 14,2 | 5,62 64 
+ 1,6 + 13,4 5,36 57 
+ 24 + 12,6 5,28 56 
+ 3,2 cem n/l0 Essigs.į + 11,8 | O | 5,15 56 
-+ 4,7 HP 10,3 || 4,95 56 
n/10 ier ect + 6,4 + 8,6 UM 4,80 56 
7100 +45 |E; 475| 56 
he + 22 |j 466| 857 
+ 16 + 13,4 4,55 58 
1,92 13,08 4,44 59 

k 2,24 ccm n/l Essigs. | T 12,76 | 4,32 62 
+ 2,56 1124) | 423 68 


Diese Resultate zeigen, daß, in Übereinstimmung mit L. Adler, die 
günstigste Ionenkonzentration bei 40°C Ppa = 5,28 — 4,66 liegt. Weiter 
sehen wir, daß außerhalb der günstigsten optimalen Grenze, also bei höherer 
und besonders bei niedriger W asserstoffionenkonzentration, der dextrinierende 
Prozeß sich sehr stark verzögert. Ebenso zeigt es sich auch bei der Amylase 
anderer Herkunft, worauf wir noch besonders zurückkommen werden. 

Diese Beschleunigung bzw. Verzögerung des dextrinierenden Prozesses, 
abhängig von der Ionenkonzentration der katalysierenden Substanz, zeigt 
uns folgendes Beispiel. In einem Falle werden die Puffersalze nicht an- 
gewendet, im anderen werden auf 100 cem Stärkekleister 10 ccm n/10 Na- 
Acetat + 4,7 cem n/10 Essigsäure zugesetzt, was einer Weasserstoffzahl 
Pg = 5,05 bis 4,95 entspricht. 


1) H. v. Euler, Chem. d. Enzyme 1920. 
2) L. Adler, Le 
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| Bei Einwirkung von 5 ccm 5 proz. | 5 ccm 7,5 prot. 
! Gerstenmalzauszug auf 
Tempe» | 200 ccm 1 proz. | 100 cem 2proz. | 100 ccm 3proz. 
ratur | Stärkekleister 
Ñ | ` obne 
o Deeg erhaltene gelbe ei nach un Dez 
35 81 | 64 i 85 6l 88 
40 | 65 53 63 48 | 65 
45 55 43 50 40 5l 
50 48 38 40 34 38 
55 | 46 36 33 30 30 
60 K | 48 | 31 29 28 
65 189 50 39 1 29 
70 | 330 e | 330 dunkelrot || 215 181 ` 172 


Die zugesetzten Puffergemische beschleunigen sehr stark den dextri- 
nierenden Prozeß. Diese Beschleunigung der Amylase zeigt sich in stark 
verdünnten Lösungen und überhaupt bei einer sehr langsamen Wirkung 
der Amylase sehr deutlich. Wenn wir auf 0,2proz. Stärkekleister mit 0,2 proz. 
Gerstenmalzauszug einwirken, so dauert der dextrinierende Prozeß ohne 
Puffersalze etwa 5 Stunden; mit Puffersalzen wird die Stärke innerhalb 
11, Stunden vollständig hydrolysiert. Bei sehr großer Amylasemenge 
dagegen, also bei schneller Dextrinierung der Stärke, ist der Einfluß der 
Puffergemische fast kaum zu merken; ähnliches sehen wir auch bei der 
Amylase von verschiedenen Getreidearten. 

Dieses Verhalten der Amylase bzw. der Malzauszüge bei Gegenwart 
von Puffergemischen bezweckt, daß wir bei weiteren Untersuchungen 
die Puffergemische zum Stärkekleister in solcher Menge zusetzen, daß die 
Wasserstoffionenkonzentration pg = 5,05 bis 4,95 zeigt. 


Die Bestimmung des Einflusses der Amylasemenge verschiedener Herkunft 
auf die Dextrinierung der Stärke. 


Die Untersuchungen über die Kinetik der Amylase und eigentlich ihrer 
verzuckernden Kraft bei verschiedener Temperatur führte Autoren zu 
zwei verschiedenen Schlußfolgerungen. Die einen, und besonders v. Euler), 
geben an, daß eine feste optimale Temperatur der Amylasewirkung überhaupt 
nicht existiert und man dieselbe nur unter ganz genau bestimmten Be- 
dingungen finden kann; die anderen dagegen nehmen eine optimale Tem- 
peratur an, oder mindestens, daß diese in einem ziemlich breiten Zahlen- 
verhältnis der Amylase zu der Stärke existiert. Daneben haben wir fest- 
gestellt, daß die Amylase verschiedener Herkunft bei derselben Temperatur 
sich nicht gleich verhält?). Es handelt sich bei dieser Untersuchung um 
Feststellung, wie sich die dextrinierende Kraft der Amylase in dieser Hinsicht 
verhält, was für einen Einfluß die Temperatur auf dieselbe besitzt: und ob 
eine feste optimale Temperatur vorhanden sei. 

Zur Ausführung dieser Versuche haben wir Kartoffelstärkekleister, wie 
schon gesagt, mit Puffergemischen versetzt,eingewirktmit verschiedenen Amy- 
lasemengen bzw. wässerigen Malzauszügen bei verschiedener Temperatur. 
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Gerstenmalzamylase. 
e Bei Einwirkung von 5 ccm 
Tempe- | 2,5 proz. 5 proz. 10 proz. 15 proz. l8proz. ! 20 prot. 
ratur 


' Gerstenmalzauszug auf 100 ccm 2proz. Stärkekleister erhaltene gelbe Jodreaktion 
nach Minuten 





| 





kend ben 
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Der Einfluß der Amylasemenge auf 2proz. Stärkekleister macht sich 
durch Beschleunigung des dextrinierenden Prozesses bemerkbar, ebenso 
verschiebt sich die optimale Temperatur bis zu einer gewissen Grenze nach 
oben. Bei kleinerer Amylasemenge, d. h. eigentlich bei schwachen Malz- 
auszügen, sehen wir eine deutliche proportionale Wirkung (Massenwirkungs- 
gesetz), welche bei Anwendung von größerer Amylasemenge bzw. kräftigen 
Malzauszügen verundeutlicht wird. Einen Einfluß auf die Erscheinung 
kann die Art der Vorbereitung bzw. die Kraft des erhaltenen Malzauszuges 
haben. Die Temperaturen oberhalb 70°C zeigen sich sogar bei sehr starken 
Malzauszügen schon weniger günstig, trotzdem ist es nicht ausgeschlossen, 
daß man bei Verwendung kleiner Mengen, aber besonders sehr starker 
Malzauszüge eine noch bessere Dextrinierung oberhalb 70°C bekommen 
könnte; diesbezügliche Versuche unsererseits sind nicht gelungen. Man 
muß aber das in Betracht ziehen, daß bei Zusatz von Amylase zum Stärke- 
kleister die Temperatur desselben etwas fällt, so daß, ehe die verlangte 
Temperatur über 70°C steigt, die Stärke bereits schon vollständig dextri- 
niert ist; und je höher die Temperatur des vorgewärmten Stärkekleisters ist, 
desto mehr fällt die Temperatur desselben durch den zugesetzten Malz- 
auszug. Bei Verwendung eines Wasserbades mit 4 Litern Wasser zeigt sich 


En 100 ccm 2proz. Stärkekleister 


< bei Zusatz von geht die Temperatur des beim Anwärmen bis 
angewärmt auf | Stärkekleisters zurück zur früberen Temperatur 
BERNER . Gerstenmalzauszug im | sind notwendig 





70°C 20 Minuten 
70 4 „ 
70 Ñ 9. 
70 j 5 „ 
75 R 99 , 
75 S 6 „ 
75 » 9 „ 
75 S 6. , 
80 S 24 x 
80 i 7 „ 
80 i 10 , 
80 e | T , 
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Ein Zusatz von größerer Flüssigkeitsmenge des enzymatischen Auszuges 
gibt den Anschein, als ob die höheren Temperaturen noch günstiger sind, 
jedoch ist dieses nur die Ursache des Fallens der Temperatur und ihres 
langsamen Steigens. Bei Verwendung einer größeren Malzmenge als 5 ccm 
eines starken Auszuges ist also das Fallen der Temperatur, wie aus obigen 
Zahlen ersichtlich, schon so groß, daß die Dextrinierung zu Ende geht, ehe 
die Temperatur ihre frühere Höhe erreicht hat. Das eben Besprochene 
wirft die Frage auf, ob es für den Effekt der Wirkung gleich ist, wenn man 
dieselbe Amylasemenge, aber in verschiedener Konzentration, verwendet, 
man nimmt z. B. in einem Falle 5 cem 20proz., im anderen 20 cem, aber 
5proz., oder Beem l0proz. im Verhältnis zu 10 ccm proz. auf dieselbe 
Stärkemenge. Die Lösung dafür gibt uns folgende Tabelle: 





Bei Einwirkung von 


Tompe. | l0cem Sproz. | 5ccm 10proz. | 20 ccm 5proz. | 5 ccm 20 proz. 














ratur Gerstenmalzauszug auf 100 cum 2proz. Stärkekleister erhaltene 
oC d gelbe Jodreaktion in Minuten 

a mm" ap Se | = 
45 a0 27 = e 
50 | 26 | 22 | 12 | 7 
55 18 18 wm 6 
60 ug | TR 8 5 
65 | 22 15 8 | 4 
70 i 59 50 | 9 4 
3 | — | — 90 9 
en | — — ` l20ro 120 rot 


Obige Zahlen zeigen, daß mit der Verdünnung der Amylase ihre 
dextrinierende Wirkung langsamer geht, d. h., wie schon erwähnt, verläuft 
der dextrinierende Prozeß desto rascher, je größer die Amylasemenge ist, 
die zur Wirkung kommt, und es zeigt sich auch eine höhere Temperatur als 
die günstigste. Den Unterschied, welchen wir in der Wirkung der kon- 
zentrierten, im Vergleich zu der verdünnten Amylase sehen, kommt. teil- 
weise von dem Einfluß der zugesetzten Flüssigkeitsmenge und die dadurch 
verursachte schwächere oder stärkere Abkühlung der Stärke, wie aus 
Tabelle S. 65 ersichtlich; aber hauptsächlich von der Verdünnung des 
Stärkekleisters, verursacht durch zugesetzte größere Flüssigkeitsmenge, 
und die dadurch entstehende schwächere Schutzwirkung der Amylase 
mittels des so verdünnten Stärkekleisters. Darauf kommen wir noch in 
dieser Arbeit näher zurück. 

Bei Anwendung von Beem 21% proz. Malzauszug auf 2proz. Stärke- 
kleister haben wir die günstigste Temperatur bei 55°C festgestellt, bei 
welcher die Dextrinierung 64 Minuten dauert. Verwenden wir weniger 
Amylase, nach früheren Beobachtungen, so geht die Dextrinierung lang- 
samer, und zeigt sich eine niedrige Temperatur in gewissen Grenzen als die 
günstigste, und zwar bei 

Einwirkung von 2ccm 2proz. Gerstenmalzauszug auf 100 ccm 2proz. 








Stärkekleister. 
Temp. °C | Minuten e Jodreaktion Temp. °C ER Minuten T Jodreaktion 
30 395 ` gelb 50 327 | gelb 
35 293 = 55 400 ` rotviolett 
40 251 2 60 400 blauviolett 


45 232 


bad 
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Bei obiger Verminderung der Amylasemenge zeigt sich, wie vorauszu- 
sehen war, eine starke Verlangsamung des dextrinierenden Prozesses und 
eine Verschiebung der optimalen Temperatur nach unten, welche hier 
45°C ist. Die Temperaturen oberhalb 50°C sind schon so ungünstig, daß 
eine vollständige Dextrinierung bis zur Jodgelbfärbung sogar nach 400 Mi- 
nuten nicht zu erreichen ist. 

Die Temperatur 45° C ist noch nicht die unterste Grenze der optimalen 
Temperatur, denn, wie wir weiter sehen werden, kann dieselbe bis 30° C 
heruntergehen, abhängig von der Zeit, die die Amylase zur Dextrinierung 
der Stärke braucht. Je länger die Amylase zur vollständigen Dextrinierung 
Zeit braucht, desto entsprechend niedriger zeigt sich die optimale Tem- 
peratur. 

Die weiteren Untersuchungen der anderen Getreidemalzamylasen 
geben uns ähnliche Resultate als die des Gerstenmalzes, und zwar: 

Weizenmalz zeigt sich stärker als Gerstenmalz, und deshalb verwendet 
man Weizenmalz in mehr verdünnten Lösungen. Die Vorbereitung ist die 
gleiche der Gerstenmalzamylase; das Resultat zeigt sich wie folgt: 





e mmaa 














I| Bei Einwirkung von Beem 


















Tempes), 

dai Weizenmalzauszug auf 100ccm 2proz. Stärkekleister erhaltene Jodreaktion 
°C | in Minuten 

35 | — | 107 gelb 55 gelb | 45 gelb | — 
40 | 105 geb | 8 „ 42 „ EC 13 gelb 
45 1100 j 65 „ 38 „00:28 „ 10 „ 
50 | 96 „ 55 „ 30 „ oa „ 8, 
55 2 „ ı 48 „ 27 „ 19 „ 6 „ 
60 1117 | 49 „ 25 „ | 15 „ 6 „ 
65 ;220 rotgelb ` 90 30 , z e 6 „ 
70 |240 rotbraun 180 dunkelrot | 180 rot 18 s 8 „ 
75 240 | blau mit 180 violett 180 rotviolett SCH dunkelrot | 19 „ 

| Stich ins Violette ` 
80 ! — bag i — l — | 180 rotviolett 


Die Verminderung der Amylase durch Verwendung schwächeren 
Malzauszuges verursacht eine weitere Verlangsamung des dextrinierenden 
Prozesses, bei einer gleichzeitigen Verschiebung der optimalen Temperatur 
nach unten, und zwar bei Einwirkung von 











e ccm 1 prot. deiere 
er 2 ee erhaltene | an auf 100 cc erhaltene 
proz. Stärkekleister Jodreaktion 2 proz. Stärkekleister ` Jodreaktion 
BL H ` Minuten ` | er _ Minuten | _____._ 
25 | 240 | blauviolett | 240 violett 
30 ` 240 violett | 240 rotviolett 
35 240 violettrot | 240 rot 
40 240 rot 240 gelbrot 
45 240 rotviolett | 240 x 
50 | 240 violettrot | 240 rot 
55 | 240 violett | 240 rotviolett 


Die Roggenmalzamylase, deren Vorbereitung dieselbe wie bei den bereits 
besprochenen Malzamylasen ist, läßt man auf 2proz. Stärkekleister ein- 
wirken; das Resultat zeigt uns die Tabelle: 


BT 
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T Be: Einwirkung von 5 ccm 

er 6 15 proz. 
oC Roggenmalzauszug auf 100 ccm 2proz. Stärkekleister erhaltene Jodreaktion in Minuten ` 
35 — | 96 gelb 67 gelb | _ | 2 
40 ` 124 geb | 75, 46, | 30 gelb ! 16 gelb 
45 : 100 , 568 ,. 40 , ı 5 „ RB , 
50 | 90 , 50 ` 35 - SL 10 ` 
55 | 90 „ 45 „ 32 „ 17 „ 9, 
60 | % „ 46 „ 30 , 5 „ En 
65 || 180 rot 80 o”? 2. 15 . R 
70 | 180 violettrot , 157 „ 97 „ 55 „ B < 
75 | 180 violett | 180 violett |180 rotviolett 180 rot 20 , 
80 | — — -— — 120 rot 


Gleich früheren Verfahren bereiten wir die Hafermalzamylase und 
kommen zu folgenden Resultaten: 





T Bei Einwirkung von Â ccm 

ee 2 proz. 5proz. 10 proz. | 15 proz. l 20 proz. 
0 C Hafermalzauszug auf 100 ccin 2proz. Stärkcekleister erhaltene Jodreaktion in Minuten ` 
35 | a 78 gelb 33 gelb = — 
40 ` 150 gelb 55 , 29 „ — 10 gelb 
45 | 131 „ 48 „ 2 „ 17 gelb 9, 
50 |134 ” 43 . |2 ` 4 „ 8 - 
BB | 147 , 39 , 18 - ll „ 7, 
60 || 180 rot 4l „ 18 „ 10 „ U Le 
65 || 180 dunkelrot | 47 „ 19 „ 10 „ LC Z e 
70 180 rotviolett | 79 „ 28 „ 12 , 8 „ 
75 | GE EE 65 n 25 N 12 œ 
so | — SH S B 60 rot 


Bei der Hafermalzamylase muß man eine Erscheinung, die hier stärker 
als bei anderen Amylasen hervortritt, erwähnen. Die Dextrinierung kommt 
bei der Hafermalzamylase schwer bis zur Gelbjodreaktion, und zwar nur 
bei großer Amylasemenge im Verhältnis zur Stärke. Gewöhnlich erhält 
man schmutziggelbe, grüngelbe, braungelbe oder ähnliche Farbentöne. 
Diese Erscheinung ist darauf zurückzuführen, daß in der dextrinierenden 
Flüssigkeit kleine Mengen von bläulich färbenden Produkten verbleiben, 
was wir durch Zusatz von Natriumthiosulfat festgestellt haben. 

Ebenso wie bei den anderen Malzamylasen, haben wir Maismalzamylase 
auf Stärkekleister einwirken lassen und folgende Zahlen erhalten: 






























Bei Einwirkung von 5ccm 

Tempe» 30 
ratur proz. 

__°C_ j Maismalzauszug auf 100 ccm 2proz. Stärkekleister erhaltene Jodreaktion in Minuten 
35 | 115 gelb | = m 27 gelb 
40 9 „ 47 gelb 29 gelb 23 „ 
45 | 83 „ 38 „ 23 „ 19 „ 
50 | 75 „ 34 „ | 16 „ 16 „ 
55 75 34 - 15 - 4 - 
60 | 2 ` Iw: wm VW 
65 | 165 „ 36 „ 15 „ l4 „ 
70 | 300 dunkelrot | 58 „ 17 „ 17 „ 
75 | — 180 rot 45 „ 38 „ 
80 | = Ä E 120 rot |! = 
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Der Einfluß der Menge der Hirsenmalzamylase auf die Dextrinierung 
der Stärke verhält sich folgendermaßen: 


7 Bei Einwirkung von Sccm 





Tempe ' 5proz. | 10 proz. | 20 proz. 30 proz. 40 proz. 
guia | Hirsenmalzauszug auf 100 ccm 2proz. Stärkekleister erhaltene Jodreaktion 
°C in Minuten 
35 | 145 gelb | 
40: 110 „ 42 
45 ' 108 „ 
50 oe „ 
55 8 „ 
60 108 , 
BR | 16 , 
70 270 rot 
75 | — 
80 = 





Die Untersuchungen über den Einfluß der Amylasemenge ver- 
schiedener gekeimter Getreide auf die Dextrinierung der Stärke führen 
uns zu folgenden Betrachtungen: 


1. Die Menge der Amylase und eigentlich ihres Massenverhältnisses 
zur Stärke gibt einen sehr großen Einfluß auf die Reaktionsgeschwindig- 
keit der Dextrinierung der Stärke und auf die Temperatur, bei der 
der Prozeß am günstigsten verläuft. Je größer das Massenverhältnis 
der Amylase zur Stärke, desto schneller der dextrinierende Prozeß, 
und um so höher liegt dann die optimale Temperatur. Bei kleiner 
Amylasemenge sind die Temperaturen unter 50°C günstiger, mit 
steigender Amylasemenge dagegen verschieben sich die optimalen 
Temperaturen von 50°C aufwärts bis 70°C. Oberhalb 70°C zeigt 
sich der Dextrinierungsprozeß schon weniger günstig. 


2. Die Verdünnung der Amylase verursacht die Verlangsamung 
des dextrinierenden Prozesses, also wirken konzentrierte Amylase- 
lösungen günstiger. 

3. Die Temperatur wirkt in zweifacher Art auf die Amylase, 
einerseits reaktionsfördernd, andererseits vernichtend. Je höher die 
Temperatur, desto schneller verläuft die Dextrinierung der Stärke, 
aber gleichzeitig findet auch die Vernichtung der dextrinierenden 
Wirkung der Amylase statt. Bei Einwirkung kleiner Amylasemenge 
zeigen sich niedrigere Temperaturen als günstig, denn bei höheren wird 
so schnell und so viel Amylase vernichtet, daß trotz der Reaktions- 
förderung, die die hohen Temperaturen bewirken, die Amylase rascher 
vernichtet wird, ehe sie den dextrinierenden Prozeß zu Ende gebracht 
hat. Dagegen zeigt sich der dextrinierende Prozeß bei Einwirkung 
großer Amylasemengen bei hoher Temperatur günstiger, denn trotz 
Vernichtung der Amylase durch diese hohe Temperatur ist ihre fördernde 
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Wirkung so groß, daß der dextrinierende Prozeß rascher zu Ende geht, 
ehe die Amylase vernichtet ist. 


4. Gleich der Anschauung v. Eulers existiert eine feste optimale 
Temperatur für die dextrinierende Wirkung der Amylase nicht. Für 
jedes Massenverhältnis der Amylase zur Stärke zeigt sich in gewissen, 
ziemlich breiten Grenzen eine andere optimale Temperatur für die 
dextrinierende Wirkung. Diese optimale Temperatur steht in einem 
festen Verhältnis zu der Zeitdauer der dextrinierenden Wirkung; auf 
Grund dieses Vorganges kann man aus dem Temperaturoptimum die 
zur Dextrinierung der Stärke notwendige Zeit im voraus bestimmen, 
oder von der Zeit, die man zur Dextrinierung braucht, die günstigste 
Temperatur im voraus angeben. Bei Einwirkung auf 2proz. Stärke- 
kleister dauert die Dextrinierung 1 bis 2 Stunden und liegt die günstigste 
Temperatur bei 50 bis 55°C, wird die Stärke binnen Y, bis 1 Stunde 
dextriniert, so ist das Optimum bei 55 bis 60°C, und braucht man 
zur Dextrinierung noch kürzere Zeit als eine halbe Stunde, so zeigt sich 
die optimale Temperatur bei 60 bis 70°C. 


5. Die einzelnen Malzamylasen der verschiedenen Getreide zeigen 
nur quantitative Unterschiede in der dextrinierenden Wirkung, in 
qualitativer Hinsicht dagegen sind die Unterschiede unbedeutend, 
dieselben treten nur in größerer oder kleinerer Empfindlichkeit gegen 
die einzelnen Temperaturen auf. Am empfindlichsten ist die Weizen- 
und Roggenmalzamylase, dagegen zeigen Mais- und Hirsemalzamylase 
verhältnismäßig geringere Empfindlichkeit. Letztere geben die breiteste 
Skala der günstigsten und auch eine rasche Wirkung bei niedrigerer 
Temperatur. Diese Unterschiede der Amylase können individuell 
oder von den begleitenden Substanzen, die sich in Malzauszügen be- 
finden, abhängig sein. 


Die Bestimmung des Einflusses, der Verkleisterung, Menge und Konzentration 
der Stärke auf den Dextrinierungsverlauf der Amylase verschiedener Herkunft. 

Schon im Jahre 1882 machten Delbrück und Petzzold auf den 
schützenden Einfluß des Zuckers auf die Amylase aufmerksam, die 
desto höhere Temperatur verträgt, je mehr Zucker sich in der Lösung 
befindet!), dasselbe bestätigte C. Lintner?). 

Maercker zeigte, daß dieser schützende Einfluß vor allem von der 
Zuckermaltose abhängig ist?), was auch Brow und Heron sagten‘). 
Chrząszcz und Pierozek fanden den schützenden Einfluß der Stärke auf die 
lösende Kraft der Amylase®). 





2) C. Lintner, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 15, 300, 1892. 

3) Maercker, Handbuch f. Spiritusindustrie, Ausg. IX, S. 52. 

4) Brow und Heron, Liebigs Ann. 199, 248. 

5) Chrząszcz und Pierozek, Zeitschr. f. Spiritusindustrie 88, 82, 1910. 
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A. Wohl und E.@Glimm!) bearbeiteten dieses Thema ausführlich und 
stellten fest, daß der schützende Einfluß auf die Amylase durch eine Anzahl 
von Substanzen bewirkt wird. Am besten schützt die Maltose, weniger 
andere Zuckerarten und Dextrine, die Stärke schützt verhältnismäßig am 
wenigsten. Weiter fanden sie, daß mit der Konzentration entsprechender 
Substanzen der schützende Einfluß wächst. DH. Lüers und P. Lorinser 
besprechen wieder den schützenden Einfluß auf die Amylase seitens Maltose, 
Gelatine, Eiweiß und Gummi arabicum ?). 


Auf Grund dieser Beobachtungen wie auch aus unseren eben angegebenen 
Untersuchungen könnte man im voraus sagen, daß die Stärke auf die 
dextrinierende Kraft der Amylase einen großen Einfluß ausüben wird. 
Unsere weiteren Untersuchungen bestätigen das, und gleichzeitig wurden 
auch andere Fragen erörtert, wobei auch der Einfluß der Amylase ver- 
schiedener Herkunft festgestellt wurde. 


Zuerst handelte es sich um Feststellung des Einflusses der 
Stärkeverkleisterung. 


Um diese Frage zu lösen, wurde 2proz. Stärkekleister vorbereitet, der 
bei verschiedenen Temperaturen 5 Minuten lang verkleistert wurde, und zwar 
bei 70, 80 90, 97 und 133,2°C (2 Atmosphären Druck), diese Temperaturen 
beziehen sich auf die des Stärkekleisters und nicht etwa auf die des Wasser- 
bades. Die Verkleisterung bei 133,2°C wurde derart bewerkstelligt, daß 
man zunächst die Stärke im Salzbade vorverkleisterte und dann weiter 
im Autoklaven bei 2 Atmosphären Druck erhitzte. Der weitere Gang der 
Untersuchung war derselbe wie der schon früher besprochene. Das 
Resultat war: 











Stärke, verkleistert bei Temperaturen von 

















Temperatur 70C ' 80°C | 900 C 970 C 
| wurde mit 5ccm 5proz. Gerstenmalzauszug bis zur gelben 
oC Jodreaktion dextriniert in Minuten 
l 
35 85 17 75 10 
40 63 59 58 58 
45 48 45 44 44 
50 44 39 38 38 
55 40 32 31 30 
60 41 30 29 29 
65 45 43 42 41 
70 | 225 215 195 187 


Diese Zahlen zeigen, daß der Grad der Verkleisterung einen Einfluß 
auf die Geschwindigkeit der Dextrinierung ausübt. Je besser die Stärke 
verkleistert ist, desto leichter und schneller verläuft der dextrinierende 
Prozeß. Eine schwache Verkleisterung der Stärke (70°C) verursacht im 
Vergleich zu einer stark verkleisterten (97°C) eine Verlangsamung der 
Dextrinierung um 10 bis 38 Minuten, abhängig von den Temperaturen, bei 
denen die Dextrinierung durchgeführt wird, auch verschiebt sich die optimale 


D A. Wohl und E. Glimm, diese Zeitschr. 27, 349, 1910. 
2) H. Lüers und P. Lorinser, ebendaselbst 144, 212, 1924. 
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Temperatur von 55 auf 60°C. Daraus ersehen wir, daß eine schwach ver- 
kleisterte Stärke die Amylase weniger schützt und der dextrinierende 
Prozeß dabei langsamer vonstatten geht. Die bei 90° C verkleisterte Stärke, 
im Vergleich zu der bei 97° C, dextriniert fast gleich, nur bei höheren Tem- 
peraturen verläuft die Dextrinierung bei besser verkleisterter Stärke (97°C) 
etwas rascher. 





Stärke, verkleistert bei Temperaturen von 
95 C 133,20 C 










Temperatur 
wurde mit 5ccm 2proz. Gerstenmalzauszug bis zur gelben 


°C Jodreaktion dextriniert in Minuten 

35 | 190 185 — 

40 | 135 132 135 
45 | 108 104 105 
50 ` 97 91 | 86 
55 95 90 | 84 
60 | 115 112 107 
6 | 295 285 | 270 


Die bei 133,2°C verkleisterte Stärke zeigt im Vergleich zu der schwach 
verkleisterten (70°C) einen besseren schützenden Einfluß der Amylase, 
besonders bei höheren Temperaturen. Aus obigen Zahlen ist ersichtlich, 
daß der dextrinierende Prozeß bei besser verkleisterten Stärken um 11 bis 
25 Minuten schneller verläuft. 


Der Einfluß des Verkleisterungsgrades auf den dextrinierenden Prozeß 
ist bei den anderen Getreideamylasen derselbe wie bei Gerstenmalzamylase, 
z. B.: 








| Stärke, verkleistert bei Temperaturen von 






wurde mit 5ccm 10proz. Maismalzauszug bis zur gelben 
Jodreaktion dextriniert in Minuten 


bel 
GO 
> 





| 160 


300 rot 


Aus obigem geht hervor, daß die Stärke einen schützenden Einfluß 
auf die dextrinierende Wirkung der Amylase ausüben muß und je größer 
die Dispersion des Stärkekleisters, also die Verkleisterung der Stärke ist, 
desto stärker ist auch ihr schützender Einfluß auf die Amylase. Der Grad 
der Stärkeverkleisterung ist besonders da von Bedeutung, wo man mittels 
Jodreaktion die Menge der Amylase vergleichsweise abschätzen will. 


Der Einfluß des Stärkeverkleisterungsgrades zeigt, daß auch die 
prozentuale Dichte der Stärke eine deutliche Wirkung auf die Stärke haben 
muß. Zur Feststellung haben wir l- und 2proz. Stärkekleister vorbereitet 
und mit gleicher Menge Gerstenmalzauszug eingewirkt. 
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Bei Einwirkung von 5ccm 2,5proz. Gerstenmalzauszug auf 








Temperatur 200 ccm 1 proz. 100 ccm 2proz. 


Stärkekleister erhaltene gelbe Jodreaktion nach Minuten 


I 








30 190 170 
35 135 125 
40 110 100 
45 95 80 
50 83 68 
55 86 64 
60 132 76 
65 290 127 


Diese Untersuchungen bestätigen, daß die prozentuale Dichte einen 
Einfluß auf den dextrinierenden Prozeß ausübt. Die größere Konzentration 
des Stärkekleisters beschleunigt die Dextrinierung und verschiebt auch die 
optimale Temperatur der Amylasewirkung. 

Die Schutzwirkung der Amylase durch Stärkekleister haben wir auch 
bei Anwendung von größerer Amylasemenge (s. Tabelle S. 73). Als Vergleich 
wird dort Stärke mit und ohne Zusatz von Puffergemischen verwendet. 
Die verpufferte Stärke wird schneller dextriniert, aber 2proz. im Vergleich 
zu lproz. Stärkekleister zeigt in beiden Fällen, also mit und ohne Puffer- 
gemischen, eine bessere Schutzwirkung auf die Amylase. 

Diesen Einfluß der Stärkekonzentration bei großer Amylasemenge 
sehen wir aus folgenden Zahlen: 

















Bei Einwirkung von 5ccm 15proz. |i 5 ecn 22proz. 
Temperatur Gerstenmalzauszug auf 
200 ccm Iproz. | 100ccm 2proz. 100 ccm 3proz. 
oC Stärkekleister erhaltene gelbe Jodreaktion in Minuten 
45 | II 11 == 
50 | 10 10 1 
55 | 8 8 9 
60 8 T 7 
65 9 7 | 7 
70 10 H 8 
75 | 25 18 15 


Bei dem von seiner Dickflüssigkeit abhängigen Stärkekleister sehen 
wir eine schützende Wirkung auch auf die Amylase anderer Getreide, z. B.: 





| Bei Einwirkung von 5ccm 1 pros. Weizenmalzauszug auf 
Temperatur f 200 ccm 1 proz. | 100 ccm 2 prost. 
°C | Stärkekleister erhaltene Jodreaktion nach Minuten 

















m EE — 


110 gelb 105 gelb 
105 „ 100 , 





240 rotbraun 220 rotgelb 
240 violett 240 rotbraun 
i 240 blau m. Stich ins Violette 240 blau m. Stich ins Violette 
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| Bei Einwirkung von 5ccm 3proz. Weizenmalzauszug auf 
Temperatur | 200 ccm 1 proz. | 100 ccm 2proz. 100 ccm 3proz. 





























C d Stärkekleister erhaltene Jodreaktion nach Minuten 
35 | 60 gelb 55 gelb — 
40 45 „ 42 „ — 
45 38 „ 36 „ 74 gelb 
SE 30 >? 42, 
55 30 , 27 „ 36 „ 
60 | 34 „ 5 „ 3 „ 
65 | 56, 30, 2 ` 
70 ` 180 rotviolett 180 rot 180 rot 
725 | 180 violettrot 180 rotviolett 180 dunkelrot 
| Bei Einwirkung von 5ccm lOproz. Hafermalzauszug auf 
Temperatur i 200 ccm 1 proz. l 100 ccm 2 proz. 

0 C | Stärkekleister erhaltene gelbe Jodreaktion nach Minuten 

35 | 38 33 

40 Al 26 

45 | 26 22 

50 p 23 20 

55 | 2] 18 

60 | 20 18 

65 T 19 

70 |l 37 28 

75 | 78 65 


Wir versuchen jetzt die Feststellung des Einflusses kleiner aber gleicher 
Amylasemenge auf verschiedene Stärkekleister, und zwar 0,5-, 1-, 1,5- und 
2proz. Stärke. Die Vorbereitung der Stärkekleister und Malzauszüge ist 
dieselbe wie bei den früheren Untersuchungen. 











1,5proz. Gerstenmalzauszu,, gibt Jodreaktion 1,5proz. Gerstenmalzauszug, gibt Jodreaktion 
nach 300 Minuten bei 


100 ccm 0,5 proz. Kleister, versetzt mit 2 ccm | 100 ccm 1 proz. Kleister, versetzt mit 2 ccm 


nach 300 Minuten bei 




















I0 SEENEN dunkelrot 30°C . . . . violettrot 
5 EEGEN rot 35 , . . . dunkelrot 
ANEN 5 40 das c 51 
40 a RRR rotviolett 45 Fena, y 
DÉI. zae violett 50 > 2 . . Violettrot 
55 EEE blauviolett 55 .. . . blauviolett 


Obige Zahlen zeigen, daß die günstigste Temperatur der Dextrinierung 
bei 0,5proz. Stärkekleister bei 35 bis 40° C liegt, bei l proz. bei 40 bis 45°C. 




















100 ccm 1,5proz. Kleister, versetzt mit 2 ccm ` 100ccm 2 proz. Kleister, versetzt mit 2ccm 
1,5proz. Gerstenmalzauszug, gibt Jodreaktion | 1,5proz. Gerstenmalzauszug, gibt Jodreaktion 
nach 300 Minuten bei nach 300 Minuten bei 











30°C . . . . violett 300°C ... . blauviolett 
35 “2. . Violettrot 35 . . . . Violettblau 
40 ie A $ 40 2... Violett 

45 - . « . rotbraun 45 Se A „ 

50 “2. . Violettrot 50 >... vıolettblau 


55 >... blauviolett 55 - . . . blau 


Amylase. 75 


Bei 1,5proz. Stärkekleister ist die günstigste Temperatur der Dextri- 
nierung 45°C, bei 2proz. 40 bis 45°C. 

Daraus sehen wir, daß bei Vergrößerung der Stärkemenge durch die 
Konzentrationssteigerung auch die Temperatur, bei der der dextrinierende 
Prozeß am günstigsten verläuft, steigt. Diese Temperatursteigerung ist 
jedoch von dem Massenverhältnis der Amylase zur Stärke abhängig. Ist 
die Stärkemenge schon so groß, daß auf eine sehr kleine Amylasemenge 
sehr viel Stärke kommt, so ist, trotz der Vergrößerung der Stärke- 
konzentration, der Effekt der günstigsten Wirkung schon weniger gut. 
Wir sehen also, daß die Amylase durch den Stärkekleister geschützt ist, 
und zwar ist mit Zunahme der Konzentration ihre Schutzwirkung besser, 
und in demselben Verhältnis steigt auch die Temperatur, bei welcher der 
dextrinierende Prozeß am besten verläuft. Ist die Amylase im Verhältnis 
zur Stärke sehr klein, so geht bei höherer Temperatur schon so viel Amylase 
zugrunde, daß trotz der starken Schutzwirkung, die der dickflüssige Stärke- 
kleister verursacht, bei diesen Bedingungen sich eine niedrigere Temperatur 
als die günstigste bei der Dextrinierung erweist, z. B. bei 100 ccm 0,5proz. 
Stärkekleister ist die optimale Temperatur 35 bis 40°C, bei lproz. steigt 
dieselbe auf 40 bis 45°C, bei 1,öproz. ist 45°C am günstigsten und bei 
2proz. Kleister geht das Optimum auf 40 bis 45°C zurück. 

Es ist interessant, ob man durch Vergrößerung der Amylasemenge 
dasselbe Bild der Wirkung bekommt. Anstatt 2 ccm 1,5proz. Malzauszug 
haben 5 ccm proz. auf dieselbe Stärkemenge eingewirkt. 











p 


|! Bei Einwirkung von 5 ccm 5proz. Gerstenmalzauszug auf 100 ccm 


Temperatur i 0,5 proz. | 1 proz. | 1,5 proz. | 2 proz. 


Stärkekleister erhaltene gelbe Jodreaktion nach Minuten 





Bei Verwendung großer Amylasemenge auf ungleiche Stärkemenge 
kommt vor allem erst das Massenverhältnis der Amylase zur Stärke zum 
Vorschein. Bei schwacher Stärkekonzentration (0,5proz.) ist das Verhältnis 
der Amylase zur Stärkemenge schon so groß, daß der dextrinierende Prozeß 
bei 60°C am günstigsten verläuft. Vergrößert man die Stärkemenge, und 
nimmt man 1-, 1,5- und 2proz. Stärkekleister, so ist trotz dieser Vergrößerung, 
also das Verkleinern des Verhältnisses der Amylase zur Stärke, 60°C weiter 
am günstigsten, denn hier tritt wieder der Einfluß der schützenden Wirkung 
des mehr konzentrierten Stärkekleisters hervor, dagegen verschiebt sich 
nur entsprechend die Zeit, die man zur Dextrinierung braucht. 

Die starke Verdünnung des Stärkekleisters verlangsamert den dextri- 
nierenden Prozeß der Stärke, und da auch, wie schon bei früheren Unter- 
suchungen, die Verdünnung des Malzauszuges den dextrinierenden Prozeß 
verlangsamt, so muß die gleichzeitige Verdünnung des Stärkekleisters und 
Malzauszuges desto ungünstiger auf den Verlauf des dextrinierenden 
Prozesses wirken. 
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Bei Einwirkung von 5 ccm 0,25proz. Gerstenmalzauszuges auf 100 cem 
0,2proz. Stärkekleister erhaltene Jodreaktion nach 360 Minuten: 


2C a aa > . 2... Totviolett 
SPEER a e e e gelb 
dB C... gelb 
OC, gelbrot 
45°C... 2 2 2 222. TOG 

500C . . . 2 2 2.2.2... dunkelrot 
55C...’ . 2... Violettrot 
60°C . . violett 


Bei Einwirkung von 2 ee Malzauszug auf 2proz. Stärkekleister 
zeigt sich die beste Dextrinierung bei 55°C in 64 Minuten. Behalten wir 
dasselbe Massenverhältnis der Amylase zur Stärke, verdünnen aber zehnfach, 
d.h. 0,25proz. Malzauszug auf 0,2proz. Stärkekleister, so verschiebt sich 
das Optimum von 55°C bis auf 30 bis 35°C (s. oben) und gleichzeitig ver- 
langsamt sich der dextrinierende Prozeß bei derselben Temperatur bis auf 
360 Minuten. Diese starke Temperaturverschiebung und Verlangsamung 
des dextrinierenden Prozesses zeigen die sehr große Schutzwirkung des 
Stärkekleisters auf die Amylase und auch, daß alle Temperaturen oberhalb 
35°C für die Dextrinierung der Gerstenmalzamylase schädlich sind. 

Da die Acetatpuffergemische beschleunigend auf den dextrinierenden 
Prozeß wirken, haben wir die letzten Untersuchungen ohne Zusatz von 
Puffergemischen wiederholt. 

Bei Einwirkung von Beem 0,25proz. Gerstenmalzauszug auf 100 ccm 
0,2proz. Stärkekleister (ohne Puffergemische) erhaltene Jodreaktion nach 
420 Minuten. 


300C... . . . . dunkelrot 

RR. a a dë, dé = & dp (etwas heller) 

EE, gea w re S 

ER e vi a wë P (aber schlechter als 35°C) 
500C... , Totviolett 

55C... , Violett 

60° C - . . . . blau, mit Stich ins Violette 


Daraus e EEN wir, daß die Puffergemische die Dextrinierung sehr 
beeinflussen, mit Puffergemischen dauert dieselbe 360 Minuten, 
konnte man den dextrinierenden Prozeß ohne Puffergemische nach 420 Mi- 
nuten nur bis zur dunkelrotfarbigen Jodreaktion führen. Die Verdünnung 
des Stärkekleisters oder Malzauszuges bewirkt eine sehr große Ver- 
langsamung der dextrinierenden Wirkung, bei gleichzeitiger Verschiebung 
der optimalen Temperatur nach unten. 

liches Verhalten geben die Malzamylasen anderer Getreide, als 

Beispiel führen wir das der Roggenmalzamylase an. 

Bei Einwirkung von Beem 0,25proz. Roggenmalzauszug auf 100 ccm 
0,2proz. Stärkekleister erhaltene Jodreaktion nach 360 Minuten: 


25°C... 2... 2... . dunkelrot 
BO A a A le - , . rot 
AC, . gelbrot 
40°C... 2 2222... Tot 

Ar a ve ce water, 5 

50°C . . 2.2. 2.2.2... . dunkelrot 
BBD C... . Totviolett 


60°C . . 2. 2.222 2%. Violett 
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Die Untersuchungen über den Einfluß des Stärkekleisters auf die 
dextrinierende Wirkung verschiedener Getreidemalzamylasen führen 
uns zu den Schlußfolgerungen: 


&) Der Grad der Stärkeverkleisterung übt einen Einfluß auf den 
Verlauf der dextrinierenden Wirkung aus. Je besser die Stärkever- 
kleisterung, also je größer ihre Dispersion, desto leichter und schneller 
verläuft unter Einfluß der Amylase ihre Dextrinierung. Besonders 
große diesbezügliche Unterschiede sehen wir bei der Stärkedextrinierung 
bei höherer Temperatur, also bewirkt der Stärkekleister eine desto 
deutlichere Schutzwirkung, je größer sein Dispersionsgrad ist, und 
gleichzeitig sehen wir eine höhere Temperatur des dextrinierenden 
Prozesses als am günstigsten. 


Die verkleisterte Stärke über 100°C im Vergleich zu der über 
95°C zeigt bei der Dextrinierung unter Einwirkung der Amylase keinen 
besonderen Unterschied. 


Ein gutes und gleiches Verkleistern ist besonders dann notwendig, 
wenn es sich um Vergleichsbestimmungen der Amylasemenge bzw. 
Amylasekraft handelt, die man mittels Jodreaktion kontrolliert. 


b) Die Konzentration des Stärkekleisters übt einen großen Einfluß 
auf den Verlauf der Dextrinierung aus. Bei einem günstigen Massen- 
verhältnis der Amylase zur Stärke verläuft die Dextrinierung desto 
schneller und bei einer entsprechend höheren Temperatur, die am 
günstigsten, je dickflüssiger und konzentrierter der Stärkekleister ist. 
Die einzige Grenze ist hier diejenige Stärkekonzentration, die ein 
gutes Durchmischen der Amylase mit der Stärke erlaubt. Bei sehr 
dickflüssigen Stärkekleister zeigen sich, wahrscheinlich infolge zu 
schweren Durchmischens, die ganz niedrigen Temperaturen etwas 
weniger günstig; bei ganz dünnflüssigem Kleister dagegen, bei dem 
die Schutzwirkung der Amylase schwächer ist, sehen wir, daß der 
Verlauf der Dextrinierung viel langsamer vonstatten geht und höhere 
Temperaturen ganz ungünstig sind. 


c) Der Stärkekleister hat auf die Amylase einen schützenden 
Einfluß. Dieselbe Amylasemenge kann deswegen bei dickflüssigem 
Stärkekleister viel mehr Stärke dextrinieren bzw. dieselbe Stärke- 
menge viel schneller dextrinieren, als es bei dünnflüssigem der Fall ist. 

d) Kleine Amylasemengen zeigen die günstigste Dextrinierung bei 
einer Temperatur unter 50°C, aber auch hier ist, abhängig von der 
Stärkekonzentration, ihr schützender Einfluß derart, daß je dick- 
flüssiger der Stärkekleister, desto mehr die Temperaturen in der Nähe 
von 50° C die günstigsten sind. Dagegen liegt bei dünnflüssigem Stärke- 
kleister das Optimum in der Nähe von 30°C. 
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e) Sehr starke Verdünnung der Amylase und des Stärkekleisters, 
trotz günstigem Massenverhältnis der Amylase zur Stärke, zeigt eine 
sehr starke Verlangsamung der dextrinierenden Wirkung, und die 
Temperaturen oberhalb 30°C sind hierbei schon ungünstig. Diese 
starke Verdünnung löst also die Schutzwirkung, die bei stärkerer 
Konzentration hervortritt, auf, und gleichzeitig wirken die Tempe- 
raturen oberhalb 30°C bei längerer Zeitdauer der Dextrinierung schon 
schädigend auf die Amylase. 


Die Amylasen verschiedener Getreide weisen unter sich nur geringe 
Unterschiede auf. Verhältnismäßig sehen wir noch den größten Unter- 
schied bei Mais- und Hirsenmalzamylase im Vergleich zur Weizen- 
malzamylase. 


Die Inaktivierung der dextrinierenden Kraft unter dem Teemperatureinfluß. 


Als Vernichtungstemperstur schlägt v. Euler diejenige Temperatur 
vor, bei welcher das ım Wasser aufgelöste Enzym nach Ablauf von 30 bis 
60 Minuten die Hälfte seiner früheren Kraft verliert!). 


Bei diesen Untersuchungen haben wir die Jodfarbenreaktion zur 
Beobachtung des Dextrinierungsverlaufs angewandt. Diese Reaktion 
gibt uns keinen Aufschluß, wann der Dextrinierungsprozeß bis zur Hälfte 
verlaufen ist, und deswegen haben wir unsentschlossen, nur die Abschwächung 
der Dextrinierung und die vollständige Inaktivierung unter dem Tem- 
peratureinfluß festzustellen. 


Als optimale Ionenkonzentration haben wir De = 5,10 angenommen. 


Um den Einfluß der Temperatur zu prüfen, haben wir die mit Acetat- 
puffergemischen versetzten Malzauszüge 5, 15, 30 und 60 Minuten bei 
entsprechender Temperatur gehalten und nach Abkühlung dieselben in 
Mengen von 5 ccm zu je 100 ccm 2proz. Stärkekleister zugesetzt. Bei 45°C 
bzw. noch niedrigerer Temperatur haben wir festgestellt, ob und in welchem 
Grade die Abschwächung des Malzauszuges sich unter diesen Bedingungen 
zeigt. Stärkekleister, Malzauszug und Jodreaktion haben wir in derselben 
Weise wie bei den früheren Untersuchungen vorbereitet und ausgeführt. 


100 ccm 2proz. Stärkekleister, versetzt mit 5ccm B pros. Gerstenmalz- 
auszug. 


E Angewärmt bei 
Minuten | U C7 650C 70C 750C 800C 


i Dextrinierung bei 450 C bis zur Jodreaktion nach Minuten 


= GE > E = Zeie Se | === 





























0 | 60 gelb 60 gelb 60 gelb 60 gelb 60 gelb 
B '60 , 60 „ | 70 „1189 „ | 300 blauviolett 
15 60 o, 85 „ |112 „ 300 dunkelrot '300 blau mit 

| : Stich ins Violette 
30 60 , 102 , 174 „ 300 violett 300 blau 
60 GS y 121 „ 300 rot 300 blauviolett 300 „ 
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Aus obigem geht hervor, daß eine Abschwächung der Dextrinierung 
der Gerstenmalzamylase nach einer Stunde bei 60°C, nach 15 Minuten bei 
65°C und sofort bei noch höherer Temperatur hervortritt. Eine voll- 
ständige Inaktivierung der dextrinierenden Wirkung der Gerstenmalz- 
amylase zeigt sich nach halbstündigem Erwärmen bei 80°C. 


Wir können aus der Abschwächung der Amylase nach 1 Stunde 
bei 60°C schließen, daß je länger die Zeitdauer der dextrinierenden 
Wirkung, also je geringer die Amylase wirkt, desto deutlicher kommt 
der schädliche Einfluß der betreffenden Temperatur zum Vorschein, und 
nur durch große Amylasemenge zur Stärke kann man denselben aus- 
gleichen. Wir haben 2proz. Malzauszug vorbereitet, welcher uns fclgen- 
des zeigt: 


100 ccm 2proz. Stärkekleister, versetzt mit 5ccm 2proz. Gerstenmalz- 
auszug. 








Angewärmt bei 




















Minuten GC 55C 500C 
| Dextrinierung bei 400C bis zur gelben Jodreaktion nach Min. 
EENG EE 

0 120 Ä 120 | 120 

5 | 135 130 | 120 

15 152 143 | 1% 

30 | 178 150 | 120 

60 | 260 198 126 





Also bei Verwendung kleiner Amylasemenge, d. h. Verlängerung des 
dextrinierenden Prozesses, kommt der schädigende Einfluß der dextri- 
nierenden Wirkung sogar bei niedrigerer Temperatur zum Vorschein. Bei 
Anwendung großer Amylasemenge, trotz Vernichtung durch hohe Temperatur, 
verbleibt hier noch so viel Amylase, daß bei schneller Dextrinierung, die 
unter diesen Bedingungen auftritt, der schädigende Einfluß der hohen 
Temperatur hier nicht vorkommt; bei kleiner Amylasemenge dagegen 
verschiebt jede Beschädigung das Massenverhältnis zur Stärke in solchem 
Grade, daß der dextrinierende Prozeß unter diesen Bedingungen länger 
dauert. Wie aus obigen Zahlen ersichtlich, wird der wässerige Amylase- 
auszug sogar bei 50°C beschädigt, und je höher die Temperatur der Dextri- 
nierung und je länger diese Wirkung dauert, desto stärker wird die dex- 
tıinierende Kraft beschädigt, also die Amylase inaktiviert. Die Temperatur 
50°C ist noch nicht die unterste Grenze der Amylasebeschädigung, denn 
auf S. 80 sehen wir, daß die dextrinierende Kraft der Gerstenmalzamylase 
sogar oberhalb 35° C beschädigt wird, wenn die Amylase auf sehr schwachen 
Stärkekleister wirkt und derselbe keine Schutzwirkung mehr ausübt. Die 
dextrinierende Kraft der Amylase ist also Temperaturen gegenüber sehr 
empfindlich. Die stufenweise vor sich gehende Inaktivierung der dex- 
trinierenden Kraft der Amylase, abhängig von Temperatur, Amylasemenge 
und Stärkekonzentration, kann man mittels Jodreaktion prüfen, indem 
man den dextrinierenden Prozeß, abhängig von der Zeit, bei verschiedenen 
Temperaturen beobachtet. 
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Bei Einwirkung von Beem 2,5proz. Gerstenmalzauszug auf 100ccm 
2proz. Stärkekleister zeigt die Reihenfolge die beste Dextrinierung. 














Nach 20 Min. Nach 30 Min. | Nach 40 Min. , Nach vollstand 





Reihenfolge 
bei Temperaturen von 

L om besten . ... | 60°C 65°C 55°C 55°C 
2. weniger gut 65 | 60 60 

d. „ % p. 55 65 50 50 

d „ S f 50 50 65 45 

b. „ % Sec 45 45 45 65 

6. „ = Be 40 40 40 40 

7. S S | 35 35 35 35 

8. schlecht |... 30 30 30 30 


Bei Einwirkung von 5ccm 2,5proz. Gerstenmalzauszug auf 200 ccm 
l proz. Stärkekleister zeigt die Reihenfolge die beste Dextrinierung. 


















Nach vote. 
Reihenfolge Dextrinier. 
bei Temperaturen von 
ee a ee e Eege ee mus | 
l.am besten ., 60°C 55°C | sec 50°C 50°C 50°C 
= weniger gut . = Gi 2o | S R > 
C. 8 65 ep 60 re? 
5. n 48 45 45 | 40 a ' 6 
6. „ = | 40 40 40 65 35 | 35 
7. 8 35 35 35 35 65 30 
8. schlecht ` |! 30 30 30 30 30 65 


Bei Einwirkung von 5ccm proz. Gerstenmalzauszug auf 
100 ccm 2proz. Stärkekleister 200 ccm l prot. Stärkekleister 
zeigt die Reihenfolge die beste Dextrinierung. 







































S v . Nach vollst. 
karaoi 30 Min. | Dertinien Dextrinier. 
bei Temperaturen von 

ml nennen. S — 

L arn besten .| 60°C : 60°C 60C | 80°C 55°C | 55°C 
2. weniger gut. | 55 | 655 55 655 60 50 
3 „ „+65 65 50:6 50 60 
. „ R d ” ' 50 65 50 s | A8 
BL „..|| 50 ' 45 45 70 40 ! 40 
6. „ „nt 4 70 4 45 6 .535 
7. Ñ d 40 | 40 35 |€ 40 70 68 
8.schlecht . .| 35 18 | 0.835 35 70 


Diese Tabellen zeigen, daß die stufenweise erfolgende Abschwächung 
der dextrinierenden Kraft abhängig von Temperatur und Zeitwirkung ist. 
In den ersten Minuten zeigen sich die höchsten Temperatuien als am besten, 
doch mit der Zeit wird bei diesen hohen Temperaturen die Amylasco be- 
schädigt bzw. teilweise inaktiviert, und deshalb zeigen sich erst stufen weise 
die niedrigeren Temperaturen als am besten. Abhängig von der Zeitdauer, 
die zur Dextrinierung notwendig ist, verschiebt sich der günstigste dex- 
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trinierende Verlauf stufenweise von den höheren zu niedrigeren Temperaturen. 
Gleichzeitig sehen wir auch den schützenden Einfluß des Stärkekleisters 
auf die Amylase. Bei Einwirkung der dextrinierenden Kraft der Amylase 
auf 2proz. Stärkekleister im Vergleich auf lproz. sehen wir bei ersterem 
die hohen Temperaturen als die besseren. Daraus zeigt sich, daß dick- 
flüssiger Stärkekleister besser die Amylase schützt, und deshalb verträgt 
dieselbe bei 2proz. Stärkekleister höhere Temperaturen als bei lproz. 

Die Schutzwirkung der dextrinierenden Kraft einerseits und ihr 
schädlicher Einfluß bei längerer Dextrinieruug andererseits zeigt sich bei 
sehr verdünnten Amylaselösungen und Stärkekleistern am deutlichsten: 


Bei Einwirkung von Beem 0,25proz. Gerstenmalzauszug auf 100 ccm 
0,2proz. Stärkekleister zeigt die Reihenfolge die beste Dextrinierung. 








Nach 60 oj i 180 240 300 360 Min. 
Reihenfolge 
bei Temperaturen von 

l.am besten 
2. weniger gut 
3. S a 
4. z E 
B. A S 
6. po n 
1. N 
8. schlecht ; 





Bei längerem Dextrinieren, was durch Einwirkung von verdünntem 
Malzauszug auf verdünnten Stärkekleister verursacht wird, zeigt sich in der 
ersten Stunde die günstigste Temperatur bei 55°C, in der zweiten Stunde 
ist die beste 50°C, die auch in der dritten Stunde die günstigste bleibt. 
In der vierten Stunde zeigt sich 40°C schon besser und nach 6 Stunden 
ist 30°C die günstigste Temperatur. Daraus geht hervor, daß die Amylase 
durch längere Zeitdauer abgeschwächt wird und daß diese Abschwächung 
mit höherer Temperatur desto schneller vonstatten geht, je längere Zeit 
zur Dextrinierung notwendig ist. Obige Zahlen bestätigen nochmals den 
schützenden Einfluß des Stärkekleisters auf die Amylase. 

Ähnlich der Gerstenmalzamylase verhalten sich auch die Amylasen 
anderer Getreidearten. Bei 80°C nach einer halben Stunde zeigt sich eine 
vollständige Inaktivierung der dextrinierenden Kraft der Amylase, wobei 
auch wieder die Weizenmalzamylase eine größere Empfindlichkeit für die 
Temperaturen als die anderen Amylasen aufweist. 


100 ccm 2proz. Stärkekleister, versetzt mit 
B oom 2proz. Weizenmalzauszug. 5ccm proz. EE EE 














Angewärmt bei 
eg | we | wo IS 
Dextrinierung bei 45°C bis zur Jodreaktion nach Minuten 












65 gelb 58 gelb 58 gelb 
300 blauviolett || 165 „ 300 blauviolett 
300 blau 300 violettrot , 300 blau mit Stich 
ins Violette 





300 violettblau | 300 300 violettblau | 300 blau 
300 blau mit Stich | 300 


300 blauviolett | 300 
ins Violette 
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100 ccm 2proz. Stärkekleister, versetzt mit 5ccm l0proz. Malzauszug 
Mais. Hirse. 





e E EE a 


h Angewärmt bei 
Minuten | 75C | 800°C | 79C SC 


Dextrinierung bei 450C bis zur Jodreaktion nach Minuten 








85 gelb 85 gelb ` 36 gelb | 36 gelb 
5 155 „ 300 violettblau| 110 „ 300 violettblau 
15  |300 dunkelrot | 300 blauviolett|| 300 rot 300 blauviolett 
30 11300 violett 300 blau | 300 violett 300 blau 
60 300 blauviolett | 300 „ | 300 blauviolett| 300 „ 


Den Anfang der Inaktivierung der dextrinierenden Kraft der Amylase 
kann man, genau wie bei Gerstenmalzamylase bei 2proz. Stärkekleister, 
schon bei 50°C feststellen. 


100 ccm 2proz. Stärkekleister, versetzt mit 
Boem lproz. Weizenmalzauszug. 5 ccm 2,5proz. Roggenmalzauszug. 











Dee bei 


| 
Minuten | 50C 550 |l BOD C 59c 
| Dextrinierung bei 40°C bis zur ‚gelben Jodreaktion in Minuten 






































Sen | S 
0 | 107 | 107 d 122 | 122 
5 107 113 t 122 122 
5 107 | 119 | 122 | 127 
90 | uo | 128 124 | 134 
60 | 114 Ä 144 | 127 | 148 
100 ccm 2proz. Stärkekleister, versetzt mit 
5 ccm 3 proz. Hafermalzauszug. B ccm 5proz. Hirsenmalzauszug. 





Angewärmt bei 
Minuten | | 550C l 500C SSC 
| re bei ec bis: zur gelben Jodresktion in Amute 














| 
N 
A 
i 
T 
| 


un 114 114 110 i 110 
5 TE 116 110 114 
15 114 121 110 120 
30 117 127 | 112 125 
60 122 | 134 | 115 | 132 


Ebenso wie bei Gerstenmalzamylase zeigt sich bei den anderen Amylasen 
bei sehr starker Verdünnung des Malzauszuges und Stärkekleisters ein 
Verlangsamen des dextrinierenden Prozesses, d. h., daß mit längerer Amylase- 
wirkung unter Einfluß der Temperatur ihre Abschwächung hervortritt. 
Als Beweis führen wir hier das Verhalten der Roggen- und Hirsenmalz- 
amylase an. 





Amylase.. 83 


Bei Einwirkung von 5ccm 0,3proz. Roggenmalzauszug auf 100 ccm 
0,2proz. Stärkekleister zeigt die Reihenfolge die beste Dextrinierung. 





Reihenfolge Nach 60 120 180 240 300 360 Min. 
l.am besten . 35°C 
2. weniger gut. 40 
3. 2 yo 30 
4. 5 E 45 
B. 5 50 
3 e a 25 

55 
8. schlecht Se 60 





Bei Einwirkung von Beem 0,5 proz. Hirsenmalzauszug auf 100 cem 
0,2proz. Stärke zeigt die Reihenfolge die beste Dextrinierung. 


Reihenfolge | Nach 60 120 180 240 300 Min. 
l.am besten . 30°C 
2. weniger gut. 25 
3. a T 35 
4. „ S 40 
5. „ , 45 
6. „ , 50 
7. K 55 
8. schlecht 60 





Die Untersuchungen über die Inaktivierung der dextrinierenden 
Kraft unter dem Temperatureinfluß führen uns zu diesen Schluß- 
folgerungen: 


&) Die Inaktivierung der dextrinierenden Kraft der wässerigen 
Malzamylase verschiedener Getreide (Malzauszug) geschieht nach 
30 Minuten bei 80°C. Die Kontrolle der dextrinierenden Wirkung 
des angewärmten Malzauszuges wird bei 45°C mit 2proz. Stärke- 
kleister ausgeführt. Die Weizenmalzamylase zeigt für Temperaturen 
eine größere Empfindlichkeit, und deshalb geht die Inaktivierung schon 
in 15 Minuten vonstatten. 


b) Die Abschwächung, also die teilweise Inaktivierung der Amylase 
bzw. ihrer dextrinierenden Kraft, ist von dem Grade ihrer Verdünnung 
abhängig, d h. von der Zeitdauer der Dextrinierung. Je" längere Zeit 
die Dextrinierung in Anspruch nimmt, eine desto niedrigere Tempe- 
ratur erweist sich als am günstigsten. Wir sehen daraus, daß eine 
längere Einwirkung, sogar bei verhältnismäßig niedriger Temperatur, 
schon eine teilweise Inaktivierung der dextrinierenden Kraft der 
Amylase verursacht, wenn sich dieselbe in wässeriger Lösung bzw. 
sehr schwachem Malzauszug befindet. Die Temperaturen oberhalb 
35°C sind bei langer Reaktionsdauer für alle pflanzlichen Amylasen 
und eigentlich für ihre dextrinierende Wirkung schädlich. 


6* 
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Die Beobachtung von A. König, der die Empfindlichkeit der 
Amylase für Temperaturen mittels Jodreaktion, also ihre dextrinierende 
Kraft, nachgeprüft hat und dabei fand, daß ihre Abschwächung erst 
bei 450 C stattfindet und die Temperaturen von 5 bis 40°C ohne 
Einfluß sind!), stimmen mit unseren Untersuchungen nicht überein. 
Für die dextrinierende Kraft des Weizen- und Hirsenmalzes sind sogar 
die Temperaturen oberhalb 30°C schädlich. 


Die Regeneration bzw. die Neubildung der zuvor durch hohe Temperatur 
vernichteten amylolytischen Wirkung. 

Die Arbeiten W. Biedermanns über die Amylase amylolytisch 
wirkender Substanzen?) und weiter die Arbeiten von H. Haehn?), 
M.Gramenitzkit),, M.Jacoby und T.Shimizud), E.Ohlsson®) und 
E. Rony), und andererseits die Arbeiten C. Neubergs und E. Färbers®), 
C. Neubergs und E Reinfurths®), C. Neubergs!®), E. Fischers!!), Herz- 
felds!?) und H. v. Eulers und K. Myrbäcks'®) ließen die Natur des Enzyms 
und besonders der Amylase in den Vordergrund rücken. 


W. Biedermann findet, daß die bei 80°C erhitzte, sich in der Lösung 
befindende Amylase vernichtet bzw. inaktiviert wird und alsdann durch 
Schütteln in gewöhnlicher Luftatmosphäre wieder ihre früheren amylo- 
lytischen Eigenschaften aufweist. Diese Beobachtungen sind ein Beweis, 
daß entweder hier eine Regeneration der Amylase stattfindet oder eine neue 
amylolytische Kraft auftritt. Die Untersuchungen der Malzamylasen 
verschiedener Herkunft regten uns an, in dieser Hinsicht weitere Beob- 
schtungen anzustellen. 

Nach einer Reihe Orientationsproben haben wir uns entschlossen, 
bei verschiedenen Temperaturen auf 0,05proz. Kartoffelstärkekleister mit 
verschiedenen Malzauszügen einzuwirken. Malzauszüge sind bei 80, 90 
und 100°C bei einer Zeitdauer von 1, 2 und 3 Stunden gekocht; nach 
Abkühlung auf Zimmertemperatur werden je 20 ccm des Malzauszuges auf 
je 100 ccm Stärkekleister zugesetzt. Die Vorbereitung des Stärkekleisters 
ist dieselbe wie bei den früheren Untersuchungen. Die mit Stärkekleister 


1) A. König, diese Zeitschr. 110, 266, 1920. 

2) W. Biedermann, Fermentforsch. 4, 258, 1920; diese Zeitschr. 127, 
38, 1922; Wochenschr. f. Brauerei 40, 43, 1923; Arch. Neerl. d. Physiol. 7, 
151, 1922; Wochenschr. f. Brauerei 40, 42, 1923. 

3) H. Haehn, diese Zeitschr. 18%, 587, 1923. 

1) M. Gramenitzki, ebendaselbst 88, 501, 1912. 

5) M. Jacoby und T. Shimizu, ebendaselbst 128, 95. 1922. 

¢) E. Ohlsson, C. r. soc. Biol. 87, 1183, 1922. 

7) E. Rony, diese Zeitschr. 109, 281, 1920. 

8) C. Neuberg und E. Färber, ebendaselbst 78, 238, 1916. 

9») C. Neuberg und E. Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918; 92, 232, 
1918; 105, 307, 1920; Ber. 53, 1039, 1920. 

10) C. Neuberg, Ber. 41, 956, 1908. 

11) E. Fischer, ebendaselbst 41, 1019, 1908. 

12) Herzfeld, diese Zeitschr. 68, 402, 1915. 

13) H. Euler und K. Myrbäck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 179, 1923. 
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und Malzauszug gefüllten Kolben stellt man 24 Stunden bei 35°C in einen 
Thermostaten, wobei wir den Dextrinierungsverlauf der Stärke beobachten. 
Weiter haben wir den Einfluß der Schüttelung des gekochten Malzauszuges 
geprüft. Von dem 1 Stunde lang bei 90° C gekochten und auf Zimmertempe- 
ratur abgekühlten Malzauszug werden 50 ccm in eine Halbliterflasche getan, 
1 Stunde geschüttelt und dann 20 eem davon auf 100 ccm Stärkekleister 
eingewirkt. Endlich haben wir den Einfluß des Sauerstoffs, Wasserstoff- 
superoxyds und der Kohlensäure auf die gekochten Malzauszüge geprüft. 
Der gekochte und dann abgekühlte Malzauszug wird in eine Flasche getan, 
mit Sauerstoff oder Kohlensäure bzw. Weasserstoffsuperoxyd in Mengen 
von 0,01, 0,05 und 0.1 ccm versetzt, 1 Stunde lang geschüttelt und dann 
wie oben auf Stärkekleister eingewirkt. 

Aus der Tabelle geht hervor, daß der Einfluß der gekochten Malz- 
auszüge aus demselben Malz sich auf die Dextrinierung der Stärke 
nicht gleich verhält. Diesen Unterschied kann man insofern erklären, 
daß die Zusammensetzung der verschiedenen, aus demselben Malz 
bereiteten Malzauszüge sich nicht gleich zeigt, auch ist es nicht aus- 
geschlossen, daß ziemlich kleine Temperaturschwankungen, die bei 
dieser langen Kochdauer vorkommen müssen, diesen Unterschied 
verursachen. 


Weiter sehen wir, daß einstündiges Kochen bei 90°C die größte 
Inaktivierung der Malzamylase verursacht, und deswegen haben wir 
die Schüttelung nur mit dem bei dieser Temperatur gekochten Malz- 
auszuge vorgenommen. 


Einstündiges Kochen bei 80°C gibt keine vollständige Inakti- 
vierung der Amylase, denn ein derartiger Malzauszug verursacht noch 
bei 35°C ein Dextrinieren der Stärke. Nur in einem Falle, und zwar 
bei einem schwachen Maismalzauszuge, haben wir nach 24 Stunden 
keine Dextrinierung festgestellt, die Jodreaktion blieb blau, sonst 
geht die Dextrinierung ganz glatt vonstatten, mindestens aber bis zur 
violettfarbenen Jodreaktion. Am besten, und zwar bis zur gelben 
Jodreaktion, verläuft der Dextrinierungsprozeß bei Hafer- bzw. Gersten- 
malzauszug, am schlechtesten bei Weizenmalzauszug. Zweistündiges 
Kochen des Malzauszuges bei 80° C zeigt sich schlechter als einstündiges. 
Die Dextrinierung geht hier bis zur violettfarbenen Jodreaktion, bei 
Gerstenmalzauszug bis zur gelbroten Farbe. Den schwächsten Dextri- 
nierungsverlauf zeigen die durch 3 Stunden lang bei 80°C gekochten 
Malzauszüge. Die Dextrinierung geht hier höchstens bis zur violett- 
blaufarbenen Jodreaktion, sonst bleibt die Farbe blau. Ein langes 
Kochen bei 80° C führt zu einer vollständigen Inaktivierung der dextri- 
nierenden Kraft der Malzauszüge. Die stärkste Abschwächung der 
Malzauszüge finden wir bei 90°C nach 2 Stunden. Viel günstiger zeigt 
sich der bei 90°C 1 Stunde lang gekochte Malzauszug, am günstigsten 
aber derjenige nach dreistündiger Kochdauer. 
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| e | bei 800C | bei 900 C 
SR ee 
E | 1 Stunde | 2 Stunden 3 Stunden | 1 Stunde 
"RE SSA DE | BE D 
| S | 100 ccm 0,05 proz. Stirk 
| at 2 bis zur "84 bis zur Lë bis zur SÉ bis zur 
Proz. ê |Jodreaktion | 4% | Jodreaktion || S Jodreaktion |Zž%| Jodreaktion 
| II f | | 
Gerste: s snese % | 10 | 12 gelb — — — _ blau mit Stich 
l | ins Violette 
SA 7 Ra EH 15 | 21, S |24 gelbrot | — _ violett 
FE 15 | 3 S |24| violett 24 blau blau mit Stich 
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Noch deutlicher tritt diese Erscheinung beim Kochen bei 100° C 
hervor. Der 1 Stunde bei 100° C gekochte Malzauszug gibt eine stärkere 
Dextrinierung der Stärke als der 2 und 3 Stunden lang bei 80 oder 
90°C gekochte. Der Malzauszug, gekocht 2 Stunden bei 100° C. zeigt 
eine stärkere Dextrinierung als der bei 1 Stunde. Endlich sehen wir 
bei dem 3 Stunden bei 100° C gekochten Malzauszug eine fast so große 
dextrinierende Kraft als bei dem 1 Stunde lang bei 80°C gekochten. 
Dieses zeigt, daß die lange Kochdauer des Malzauszuges irgendwelche 
innere Änderung hervorruft, die als Resultat das Wiederauftreten der 
amylolytischen Kraft, wenn auch nur in kleiner Menge, gibt. Das 
stärkste Wiederauftreten der Amylase bzw. die Regeneration der 
amylolytischen Kraft finden wir bei Schüttelung des gekochten Malz- 
auszuges, welches bereits W. Biedermann schon früher beobachtete. 
Bei unseren Untersuchungen haben wir zur Schüttelung den bei 90° C 
l Stunde lang gekochten Malzauszug, der eine fast vollständige In- 
aktivierung gibt, genommen; die Schüttelung dieses Malzauszuges 
ist so günstig, daß die dextrinierende Kraft sich fast ebenso stark als 
bei dem 1 Stunde lang bei 80°C gekochten zeigt. Jedoch muß man 
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hierbei bemerken, daß die Schüttelung nicht auf alle Malzauszüge 
denselben günstigen Einfluß besitzt, denn bei Schüttelung des Hafer- 
und Hirsenmalzauszuges finden wir die Aktivierung der Amylase nicht. 

Der Einfluß der Schüttelung gibt den Anschein, daß es sich hier 
nicht um eine rein mechanische Wirkung handelt, sondern, wie es 
auch Biedermann erklären will, um eine Miteinwirkung des Luftsauer- 
stoffs; wenn dieses wirklich der Fall ist, so kann man annehmen, daß 
Sauerstoff oder Wasserstoffsuperoxyd hier einen günstigen Einfluß, 
ebenso wie Kohlensäure andererseits einen ungünstigen ausüben müßte. 
Wie aus der Tabelle hervorgeht, bestätigen unsere diesbezüglichen 
Untersuchungen, von denen wir nur eine Serie angeben, diese An- 
schauungen nicht. Der bei 90°C 1 Stunde gekochte und dann geschüttelte 
Gerstenmalzauszug dextriniert die Stärke bis zur gelbrotfarbigen Jod- 
reaktion. Dagegen verursacht weder Sauerstoff noch Wasserstoff- 
superoxyd irgend einen günstigen Einfluß auf den gekochten Malz- 
auszug, die Stärkejodreaktion bleibt unverändert; Kohlensäure jedoch 
zeigt sich besser, denn der mit Kohlensäure geschüttelte Malzauszug 
bewirkt das Dextrinieren der Stärke bis zur violettfarbigen Jodreaktion. 
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Vergleichen wir das Verhalten der einzelnen Malzauszüge aus 
verschiedenen Getreidearten, so sehen wir, daß die Reaktivierung 
der amylolytischen Kraft am schwierigsten bei Weizen-, am leichtesten 
bei Roggen-, Hafer- und Maismalzauszug vonstatten geht. Es soll 
hier noch besonders bemerkt werden, daß die amylolytische Kraft 
nicht gleichmäßig vor sich geht, was auf eine nicht gleiche Zusammen- 
setzung der Stärkesubstanz hinweist. Die Jodreaktion, die hier sehr 
oft hellblaugelb, hellblaurot, grünlichgelb und ähnlichfarben auftritt, 
deutet darauf hin, daß ein Teil der Stärkesubstanz aufgelöst und glatt 
abgebaut wird und diese die Jodreaktion rot bis hellgelb zeigt, ein 
anderer kleinerer Teil der Stärke verbleibt dagegen unverändert bzw. 
wird derselbe nur schwach abgebaut und gibt bei Jodreaktion diesen 
bläulichfarbenen Ton. 

Den Einfluß des längeren oder kürzeren Anwärmens des Malz- 
auszuges haben wir auch bei niedrigeren Temperaturen, 40 und 45°C, 
beobachtet. 
0,2proz. Stärke unterliegt der Dextrinierung bis zur gelben Jodreaktion 



































bei 30°C mit: 

0,3proz. Weizenmalzauszug. 0,6proz. Gerstenmalzauszug. 
Angewärmt bei | Durch Stunden | Dextriniert nach | Durch Stunden | Dextriniert nach 

0°C 0 110 0 210 

40 | 1 120 Ä l | 216 

40 | 2 75 | 2 190 

40 3 85 | 3 | 195 

45 | 1 125 ' 1 | 216 

45 | 2 85 | 2 | 190 

45 | 3 90 | 3 | 195 

0,6proz. Roggenmalzauszug. l proz. Weizenmalzauszug. 
Angewärmt bei | Durch Stunden | PERUIN DE lia | Durch Stunden | Dextriniert bei 30°C 

0°C 0 | 290 0 265 

40 1 | 300 | d 280 

40 2 i 265 2 240 

40 3 | 280 | 3 250 

45 1 305 1 285 

45 2 265 2 245 

45 3 | 285 | 3 250 


Die Zahlen zeigen, daß einstündiges Anwärmen eine Abschwächung 
der dextrinierenden Wirkung ausübt. Zweistündiges Anwärmen ver- 
ursacht eine Vergrößerung der Dextrinierung und ist dieselbe stärker 
als bei nicht angewärmtem Malzauszug; bei dreistündigem Anwärmen 
zeigt sich der Effekt der Dextrinierung schwächer als bei zweistündigem, 
aber doch besser als bei nicht angewärmtem. 

Obige Untersuchungen sind ohne Zusatz von Puffergemischen 
ausgeführt. 
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Die Beschleunigung der dextrinierenden Wirkung durch An- 
wärmen des Malzauszuges ist nicht unbekannt, denn ähnliche kr. 
scheinungen beim Anwärmen, aber noch stärker in der Wirkung, sehen 
wir auch bei den anderen Enzymen, und zwar H o Euler und Ohlsen 
inden, daß die Phosphataselösung, angewärmt eine halbe Stunde bei 
15°C, seine Wirkung verdoppelt!). Ähnliches stellt C’esan bei Anwärmen 
ler Trypsinlösung fest?). 

Der Einfluß der angewärmten Malzamylaselösung auf ihre amylo- 
iytische Wirkung verlangt eine weitere ausführliche Untersuchung, und 
œ scheint, daß die Ansicht Æ. Bauers’), zitiert von W. Biedermann!) — 
„daß die Fermente ganz gewöhnliche und zudem wohlbekannte Stoffe 
ind‘ —, doch nicht vollständig den Tatsachen entspricht. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchungen über die dextrinierende Kraft der Malz- 
amylase verschiedener Getreide führen uns zu diesen Schlußfolgerungen: 


l. Der Grad der Wasserstoffionenkonzentration übt den Einfluß 
suf die Beschleunigung der Stärkedextrinierung aus. Die günstigste 
Wasserstoffionenkonzentration bei 40° C = Ge 4,70 bis 5,28, oberhalb 
and unterhalb dieses Optimuns zeigt sich eine immer stärker werdende 
Abschwächung des dextrinierenden Prozesses. 


2. Die Acetatpuffergemische verursachen überhaupt eine Be- 
schleunigung des dextrinierenden Prozesses, dieses tritt vor allem bei 
kleiner Amylasemenge hervor, besonders aber, wenn die Verdünnung 
der Amylase und die des Stärkekleisters groß ist. Die Puffergemische 
geben dann eine sehr starke Beschleunigung der Dextrinierung. Bei 
großer Amylasemenge dagegen, also bei schneller Dextrinierung, ist 
der Einfluß der Beschleunigung der Acetatpuffergemische verhältnis- 
mäßig unbedeutend, und zwar um so kleiner, je schneller der dextri- 
nierende Prozeß verläuft und dementsprechend sich eine höhere Tem- 
peratur als günstigste erweist. 


3. Der Stärkekleister übt eine schützende Wirkung auf die dex- 
trinierende Kraft der Amylase aus. Je dickflüssiger der Stärkekleister, 
desto größer auch sein schützender Einfluß auf die Amylase, und gleich- 
zeitig, in demselben Grade, wie die Dickflüssigkeit des Stärkekleisters 
steigt, zeigt sich eine um so höhere Temperatur als die günstigste für 
den dextrinierenden Prozeß. Bei solchem dickflüssigen, im Vergleich 
zu schwachem Stärkekleister kann man die Dextrinierung schneller 


1) H. Euler und Ohlsen, diese Zeitschr. 87, 313, 1911. 

2) Archivia di Fisol. 11, 130, 1913. 

3) E. Bauer, diese Zeitschr. 117, 17, 1921. 

t) W. Biedermann, Wochenschr. f. Brauerei 40, 52, 1923. 
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und bei einer höheren Temperatur durchführen bzw. mit gleicher 
Amylasemenge eine größere Stärkemenge dextrinieren. 

Den günstigen Einfluß eines dickflüssigen Stärkekleisters sehen 
wir besonders deutlich bei der Dextrinierung bei höherer Temperatur. 


4. Der Grad der Stärkeverkleisterung übt einen schützenden 
Einfluß auf die Amylase aus, d. h. auf ihre dextrinierende Wirkung. 
Je besser die Stärkeverkleisterung, also je dickflüssiger die Stärke, 
desto günstiger die schützende Wirkung auf die Amylase und der 
Dextrinierungsverlauf. 

5. Die Verdünnung des Stärkekleisters verursacht, trotz Bei- 
behaltung des früheren günstigen Massenverhältnisses der Amylase zur 
Stärke, ein starkes Verlangsamen des dextrinierenden Prozesses, und 
gleichzeitig erweisen sich niedrigere Temperaturen bis 30°C als am 
günstigsten. 

6. Die Amylasemenge und eigentlich das Massenverhältnis der 
dextrinierenden Kraft zur Stärke übt einen sehr großen Einfluß auf 
die Reaktionsgeschwindigkeit und auf die Temperatur, bei der der 
Prozeß am günstigsten verläuft, aus. Je größer das Massenverhältnis 
der Amylase zur Stärke, um so schneller verläuft die Dextrinierung, 
und dementsprechend erweist sich hierbei eine höhere Temperatur am 
günstigsten. Bei kleiner Amylasemenge liegen die günstigsten Tempe- 
raturen unterhalb 50 bis 30°C, bei größerer oberhalb 50 bis 70° C. 

7. Die Verdünnung der Amylase, welche gleichzeitig eine Ver- 
dünnung des Stärkekleisters und auch dadurch eine Verminderung 
des schützenden Einflusses verursacht, wahrscheinlich auch eine Aus- 
einanderschiebung der Stärkemoleküle von der Amylase, bezweckt ein 
entsprechendes Verlangsamen des dextrinierenden Prozesses und daß 
niedrigere Temperaturen sich dabei günstiger zeigen. 

8. Die Temperatur übt einen zweifachen Einfluß auf die dex- 
trinierende Kraft aus, und zwar einen fördernden und einen ver- 
nichtenden. Je höher die Temperatur, desto schneller die Dextrinierung, 
und gleichzeitig geht auch die Vernichtung dieser Kraft vor sich. Bei 
mehr dickeren Stärkekleistern zeigen sich auch dementsprechend 
höhere Temperaturen günstiger, denn solche Stärkekleister schützen 
die dextrinierende Kraft vor dem vernichtenden Einfluß der hohen 
Temperatur so wirksam, daß der Effekt der Dextrinierung der Stärke 
bei diesen Bedingungen sich hier am günstigsten erweist. Umgekehrt 
ist bei mehr dünnflüssigeren Stärkekleistern, die die Amylase schwächer 
schützen, eine dementsprechend niedrigere Temperatur günstiger. 

9. Eine feste optimale Temperatur für die dextrinierende Wirkung 
der Amylase existiert gleich v. Zulers Anschauungen nicht. Die 
günstigste Temperatur der dextrinierenden Wirkung ist einerseits von 


Amylase. 9l 
dem Massenverhältnis der Amylase zur Stärke in verhältnismäßig 
ziemlich breiten Grenzen abhängig, andererseits von ihrer Konzen- 
tration bzw. ihrem Verdünnungsgrade bei Optimum p- Mit Änderung 
dieser Bedingungen verschiebt sich auch diese optimale Temperatur 
der dextrinierenden Wirkung. 


10. Die Zeit, die zur Dextrinierung der Stärke notwendig ist, ist 
als eine feste Größe zu betrachten, welche bei Optimum p, von dem 
Massenverhältnis der Amylase zur Stärke und dem Grade ihrer Ver- 
dünnung abhängig ist. Je länger die Dextrinierung dauert, um so 
niedrigere Temperaturen von 70 bis 30°C abwärts zeigen sich beim 
Schlußeffekt als die günstigsten. Für jedes Massenverhältnis der 
Amylase zur Stärke und ihrem Verdünnungsgrade kann man die 
günstigste Temperatur von der zur Dextrinierung notwendigen Zeit 
im voraus bestimmen; umgekehrt läßt sich von der günstigsten Tempe- 
ratur, bei welcher dieser Prozeß verläuft, die zur Dextrinierung not- 
wendige Zeit im voraus angeben. Bei 2proz. Stärkekleister, bei einer 
Dextrinierungsdauer von 1 bis 2 Stunden, liegt die günstigste Tempe- 
ratur bei 50 bis 55°C, bei einer Dextrinierungszeit von 4, bis 1 Stunde 
ist 50 bis 60°C die günstigste Temperatur. Verläuft die Dextrinierung 
in einer noch kürzeren Zeit als Y, Stunde, so finden wir die günstigste 
Temperatur bei 60 bis 70°C. Sind die Stärkekleister weniger kon- 
zentriert, so zeigen sich niedrigere Temperaturen am besten, bei dick- 
flüssigeren dagegen sind etwas höhere Temperaturen günstiger. 


11. Die Inaktivierung der Amylase zeigt sich bei 80°C nach 30 Mi- 
nuten. Eine vollständige Inaktivierung, festgestellt mit sehr schwacher 
Stärkelösung bei sehr großem Überschuß von Amylase bzw. ihrer 
dextrinierenden Kraft, sehen wir erst oberhalb 85°C. Am leichtesten 
geht die Amylase bei 90°C zugrunde und besonders die des Weizen- 
malzes. 


12. Die teilweise Inaktivierung der dextrinierenden Kraft der 
Amylase zeigt sich bei konzentriertem Stärkekleister nach 1 Stunde 
bei 50°C, bei schwachem Stärkekleister dagegen und langer Dex- 
trinierung schon oberhalb 30°C. Die dextrinierende Kraft der Amylase 
ist also für die sogar niedrigeren Temperaturen, bei langer Wirkung, 
sehr empfindlich. 


13. Die Schüttelung des 1 Stunde bei 90°C gekochten und dann 
abgekühlten Malzauszuges bringt das Wiederauftreten ihrer früheren 
amylolytischen Eigenschaften jedoch nur in kleiner Menge hervor. 

14. Ein langes Kochen des Malzauszuges bei 100°C gibt einen 
sehr kleinen Teil der früheren amylolytischen Kraft wieder ; dreistündiges 
Kochen zeigt sich in dieser Hinsicht besser als zweistündiges, und 
letzteres wieder besser als einstündiges. 
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15. Der 1 Stunde bei 90° C gekochte und abgekühlte Malzauszug, 
dann versetzt mit Sauerstoff, Wasserstoffsuperoxyd oder Kohlensäure, 
zeigt nach Schüttelung keine stärkere dextrinierende Wirkung als 
der in Luftatmosphäre geschüttelte; Sauerstoff und Wasserstoffsuper- 
oxyd wirken im Gegenteil schädigend auf das Entstehen dieser Kraft. 


16. Den günstigen Einfluß des Erwärmens des Malzauszuges 
sehen wir auch bei niedriger Temperatur. Ein schwacher Malzauszug 
gibt beim Erwärmen bei 40 bzw. 45°C nach 2 Stunden die stärkste 
dextrinierende Wirkung. 


17. Die dextrinierende Kraft des Malzauszuges verschiedener 
Getreidearten zeigt nur große quantitative Unterschiede, in qualitativer 
Hinsicht ist derselbe unbedeutend. Am empfindlichsten für höhere 
Temperaturen ist die Weizenmalzamylase im Gegensatz zur Mais- und 
Hirsenmalzamylase. Letztere zeigen auch etwas größere Wirkungs- 
energie bei niedrigeren Temperaturen. 


Über Chemotropismus bei Avena. 
(Vorläufige Mitteilung.) 


Von 
Elisabeth Seubert. 


‚Aus dem botanischen Institut der Universität Heidelberg.) 
(Eingegangen am 28. Juni 1924.) 


Vorliegende Untersuchungen wurden angeregt durch die Stark sache 
Arbeit!) „Studien über traumatotrope und haptotrope Reizleitungs- 
vorgänge‘‘, worin Stark nachweisen konnte, daß eine Reizübertragung 
von der Avenakeimblattspitze zum Stumpfe bei Unterbrechung des 
organischen Zusammenhangs nicht nur innerhalb desselben Indi- 
viduums, sondern auch auf fremde Individuen, fremde Arten und 
Gattungen möglich ist. Er ging dabei so vor, daß er zunächst die zu- 
gehörige, dann artfremde, gattungsfremde Spitzen auf den Keimblatt- 
stumpf von Gräserkeimlingen aufsetzte und die Spitze einseitig durch 
Reiben, Brennen oder Ätzen reizte. Mehr oder minder starke Krüm- 
mungen waren die Folge, und zwar waren sie um so weniger deutlich, 
je weiter der verwandtschaftliche Abstand von Spitze und Stumpf 
war. Dasselbe Resultat wurde erzielt mit einseitig auf die Schnittfläche 
aufgesetzten Gewebezylinderchen, die dem Keimblatt mehr oder weniger 
nahe verwandt waren. Daraus schloß Stark, daß durch den einseitigen 
Wundreiz in der Spitze eine chemische Polarität geschaffen — d. h. 
also Wundstoffe gebildet werden, die über die Schnittfläche zum 
Stumpf diffundieren und dort eine positive Krümmung auslösen. Daß 
es sich um die Diffusion von Stoffen und nicht um die Übermittlung 
eines traumatischen Erregungszustandes handelte, konnte Stark so 
nachweisen, daß er einmal die Keimblattzylinderchen vor dem Auf- 
legen durch Kochen abtötete, ein anderes Mal die ganze unverletzte 
Pflanze mit siedendem Wasser abbrühte und dann erst Zylinderchen 
daraus schnitt, die einseitig dem Stumpfe angefügt wurden. In beiden 
Fällen trat eine zwar geschwächte, aber doch deutliche Krümmung 
auf. Dasselbe Ergebnis wurde erzielt durch Auflegen von Agar- 


1) Jahrb. f. wiss. Bot. 60, Heft 1, 1921. 
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15. Der 1 Stunde bei 90° C gekochte und abgekühlte Malzauszug, 
dann versetzt mit Sauerstoff, Wasserstoffsuperoxyd oder Kohlensäure, 
zeigt nach Schüttelung keine stärkere dextrinierende Wirkung als 
der in Luftatmosphäre geschüttelte; Sauerstoff und Wasserstoffsuper- 
oxyd wirken im Gegenteil schädigend auf das Entstehen dieser Kraft. 


16. Den günstigen Einfluß des Erwärmens des Malzauszuges 
sehen wir auch bei niedriger Temperatur. Ein schwacher Malzauszug 
gibt beim Erwärmen bei 40 bzw. 45°C nach 2 Stunden die stärkste 
dextrinierende Wirkung. 

17. Die dextrinierende Kraft des Malzauszuges verschiedener 
Getreidearten zeigt nur große quantitative Unterschiede, in qualitativer 
Hinsicht ist derselbe unbedeutend. Am empfindlichsten für höhere 
Temperaturen ist die Weizenmalzamylase im Gegensatz zur Mais- und 
Hirsenmalzamylase. Letztere zeigen auch etwas größere Wirkungs- 
energie bei niedrigeren Temperaturen. 


Über Chemotropismus bei Avena. 
(Vorläufige Mitteilung.) 


Von 
Elisabeth Seubert. 


‚Aus dem botanischen Institut der Universität Heidelberg.) 
(Eingegangen am 28. Juni 1924.) 


Vorliegende Untersuchungen wurden angeregt durch die Stark ache 
Arbeit!) „Studien über traumatotrope und haptotrope Reizleitungs- 
vorgänge‘“, worin Stark nachweisen konnte, daß eine Reizübertragung 
von der Avenakeimblattspitze zum Stumpfe bei Unterbrechung des 
organischen Zusammenhangs nicht nur innerhalb desselben Indi- 
viduums, sondern auch auf fremde Individuen, fremde Arten und 
Gattungen möglich ist. Er ging dabei so vor, daß er zunächst die zu- 
gehörige, dann artfremde, gattungsfremde Spitzen auf den Keimblatt- 
stumpf von Gräserkeimlingen aufsetzte und die Spitze einseitig durch 
Reiben, Brennen oder Ätzen reizte. Mehr oder minder starke Krüm- 
mungen waren die Folge, und zwar waren sie um so weniger deutlich, 
je weiter der verwandtschaftliche Abstand von Spitze und Stumpf 
war. Dasselbe Resultat wurde erzielt mit einseitig auf die Schnittfläche 
aufgesetzten Gewebezylinderchen, die dem Keimblatt mehr oder weniger 
nahe verwandt waren. Daraus schloß Stark, daß durch den einseitigen 
Wundreiz in der Spitze eine chemische Polarität geschaffen — d. h. 
also Wundstoffe gebildet werden, die über die Schnittfläche zum 
Stumpf diffundieren und dort eine positive Krümmung auslösen. Daß 
es sich um die Diffusion von Stoffen und nicht um die Übermittlung 
eines traumatischen Erregungszustandes handelte, konnte Stark so 
nachweisen, daß er einmal die Keimblattzylinderchen vor dem Auf- 
legen durch Kochen abtötete, ein anderes Mal die ganze unverletzte 
Pflanze mit siedendem Wasser abbrühte und dann erst Zylinderchen 
daraus schnitt, die einseitig dem Stumpfe angefügt wurden. In beiden 
Fällen trat eine zwar geschwächte, aber doch deutliche Krümmung 
auf. Dasselbe Ergebnis wurde erzielt durch Auflegen von Agar- 


1) Jahrb. f. wiss. Bot. 60, Heft 1, 1921. 
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würfelchen, die mit Preßsaft aus Keimblättern getränkt waren. Da 
die Wirkung der Wundstoffe mit dem systematischen Abstand der 
Spitze bzw. der Schnittfläche seitlich angesetzter Gewebezylinderchen 
und Stumpf deutlich abnimmt, mußte es sich um spezifische Stoffe 
handeln, ‚die zwar einer bestimmten chemischen Gruppe angehörten, 
sich aber durch geringe Änderungen im Molekül unterscheiden“ (Stark). 
Es gab nun zwei Möglichkeiten, Näheres über die chemische Natur 
dieser Stoffe zu erfahren; entweder Isolierung verschiedener Stoff- 
gruppen aus dem Preßsaft der Keimblätter und Untersuchung ihrer 
Wirksamkeit, oder Prüfung sämtlicher in Frage kommender Stoff- 
gruppen auf ihre Fähigkeit, tropistische Krümmungen auszulösen. 


Methodik. 


Die Aufzucht der Versuchspflanzen, Avena sativa, erfolgte in der bei 
diesen Arbeiten üblichen Weise in mit Sägemehl gefüllten Glasdosen im 
Dunkelzimmer, in dem auch die Versuche ausgeführt wurden. Hatten die 
Keimlinge die nötige Länge von 1 bis 3 cm erreicht, so wurden die Versuche 
nach der Starkschen Methode vorbereitet. Durch seitliches Anritzen mit 
dem Rasiermesser und kurzen Ruck wurde die Keimblattspitze von 3 bis 
Bomm Länge abgehoben. Sodann wurde ein Agarwürfelchen von 2 bis 3 mm 
Kantenlänge, das mit dem zu untersuchenden Stoff getränkt war, der 
Schnittfläche einseitig aufgesetzt. Der durch längeres Wässern in Leitungs- 
und destilliertem Wasser gereinigte Agar ruft für sich allein keine Krümmung 
hervor. Verwendet wurde ein 5proz. Agar, der mit dem gleichen Volumen 
der zu untersuchenden Lösung versetzt wurde. Meist nach 6 Stunden 
wurde das Versuchsergebnis notiert, bei positivem Ausfall die Keimlinge 
durch dichtes Anlegen photographischen Papiers hinter jeder Pflanze ab- 
gebildet. 

Die Versuche wurden ausgeführt mit Avena sativa (Siegeshafer von 
Svalöf, Schweden). Herrn Dr. A. Akerman sage ich für die freundliche 

rlassung desselben meinen verbindlichsten Dank. 


Versuche mit Preßsaft. 

Der Preßsaft wurde jeweils am Morgen kurz vor Versuchsbeginn 
hergestellt, etwa 0,5g unbelichteter Keimblätter wurden mit lccm 
destillierten Wassers zerrieben, der Preßsaft abfiltriert und mit dem 
gleichen Volumen 5proz. Agars verrührt. 

Auf die verschiedenste Weise, z. B. Kochen, Eindampfen zur Trockne, 
Ausfällen mit Alkohol, wurde nun versucht, den wirksamen Stoff zu 
isolieren. Es zeigte sich jedoch lediglich das Eine mit Deutlichkeit, 
daß nicht ein Körper, sondern mehrere als Reagens wirken. Da es 
schwierig ist, aus einem so komplizierten Stoffgemisch wie es der 
Preßsaft darstellt, Körper mit genügender Reinheit herauszuarbeiten, 
und es immerhin noch fraglich war, ob das Reizagens nicht durch die 
chemische Behandlung zerstört würde, wurde von einer eingehenden 
Analyse des Preßsaftes abgesehen und der zweite Weg eingeschlagen, 
die Prüfung reiner Agenzien auf ihre tropistische Wirkung. 
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Versuche mit Salzen. 


Der Aschegehalt des Preßsaftes beträgt 0,46 Proz. des Frisch- 
gewichts = 5,4 Proz. des Trockengewichts. 

Da Rhodanide, Jodide, Bromide kaum in der Pflanze vorkommen, 
wurden die Versuche begonnen mit KCl-Lösungen verschiedener 
Konzentration. Zur Anwendung kamen m/30, m/7,5, m/3 = 2,5proz. 
m/1,5, m/0,75 KCl-Lösungen. Es zeigte sich, daß eine m/3 KCI weitaus 
die stärkste Wirkung hat. In einem Versuch waren z. B. von 18 Pflanzen 
10 deutlich positiv gekrümmt, gleich 55 Proz., während bei höherer 
wie niederer Konzentration nur schwache positive Krümmung in ge- 
ringerer Prozentzahl auftrat. (Unter positiven Krümmungen sind 
solche verstanden, bei denen die gereizte Seite konkav wird, bei nega- 
tiven Krümmungen wird die gereizte Seite konvex.) Die m/3 Kon- 
zentration wurde deshalb auch für die übrigen Salze NaCl, KNO,, 
K,SO, beibehalten. Vergleicht man die Wirkung der Salze unter- 
einander, so zeigt sich, daß lediglich RO und NaCl eine deutliche 
Krümmung auszulösen vermögen. KNO, und K,SO, riefen nur 
schwache Krümmung hervor. Die Gesetzmäßigkeit der lyotropen 
Reihe CNS > J > Br >œ NO, > Cl > Tartrat > Citrat > SO, ist 
nach diesen nur orientierenden Versuchen bestimmt nicht vorhanden, 
da NO, das in der lyotropen Reihe vor dem Cl steht, im Vergleich mit 
Cl nur eine schwache Krümmung auszulösen vermag. 

Es wurde nun zu Versuchen mit Säuren übergegangen (Preßsaft 
reagiert deutlich sauer). 

m/3 Milchsäure rief eine schwach positive Krümmung hervor. 

Von 30 Pflanzen waren 5 = 16 Proz. schwach positiv gekrümmt. 

m/3 und m/6 Citronensäure erwiesen sich als durchaus unwirksam. 

0,4 Proz. = m/10 HCl ergab von 19 Pflanzen 8 positive Krüm- 
mungen = 42 Proz., davon waren zwei deutlich, sechs schwach positiv 
gekrümmt. 

Die tropistische Wirkung des Preßsaftes konnte demnach auch 
nicht durch seinen Säuregehalt erklärt werden. 


Versuche mit Zuckern. 


Gelegentlich der Versuche mit Preßsaft war es aufgefallen, daß 
beim Eindampfen wässeriger bzw. alkoholischer Auszüge typischer 
Geruch nach Malzextrakt auftrat. Dies gab zunächst Veranlassung, 
den Preßsaft auf seinen Zuckergehalt zu untersuchen. 

Die Zuckerbestimmung wurde ausgeführt nach der titrimetrischen 
Methode von Bang. Es wurden Werte von 25,5 bis 31 mg Zucker pro 
- 1g Keimblattsubstanz gefunden, das sind 2,5 bis 3,1 Proz. des Frisch- 
gewichts, etwa 30 Proz. des Trockengewichts (Trockengewicht—=8,4 Proz. 
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Frischgewicht). Im Anschluß daran wurde die Wirkung einer 1 proz. 
Biomalzlösung untersucht. Von 28 Exemplaren reagierten 13 = 42 Proz., 
davon 8 deutlich, 3 schwach positiv, 1 deutlich, 1 schwach negativ. 

Ähnliche Resultate wurden mit lproz. Maltose-, l proz. Trauben- 
zucker-, 1] proz. Rohrzuckerlösung erzielt. Eine Erhöhung der Zucker- 
konzentration auf 5 Proz. war ohne Einfluß. 

Die Stärke der Krümmung und ihre Prozentzahl entspricht im 
Durchschnitt der einer m/3 KOL oder NaCl-Lösung und der unter- 
suchten Preßsaftkonzentration. 


Versuche mit Fermenten. 


Da einerseits die Avenakoleoptile, vor allem die Spitze, einen 
recht beträchtlichen Stärkegehalt aufweist, andererseits bei obiger 
Versuchsanordnung es ganz ungewiß ist, wieviel der einseitig gebotenen 
Zuckermenge in die Zelle diffundiert, so lag der Gedanke nahe, durch 
einseitiges Ansetzen von Fermenten eine Erhöhung des Zuckergehalts 
unmittelbar in der Zelle zu erzwingen. Zunächst wurde Speichel auf 
seine Wirksamkeit untersucht. | 
Der Erfolg war sehr überraschend. Bereits nach einer Einwirkung 
von 1%, Stunden war bei sämtlichen Keimlingen eine stark negative 
Krümmung vorhanden, viel stärker, als sie jemals bei positiven Krüm- 
mungen erreicht worden war, so daß mitunter die Spitze des Keimlins 
den Boden berührte. | 
Da sich über den Gehalt des Speichels an Ptyalin nichts Bestimmtes 
aussagen läßt, seien hier zunächst Angaben über die stärkeabbauende 
Wirkung des verwendeten Speichels in den Konzentrationen, die bei 
den Versuchen zur Anwendung kamen, angeführt. Leem 1prez. 
Stärkelösung wurde mit 1 ccm der zu untersuchenden Speichellösung 
versetzt und in ein Wasserbad von 40 bis 43° C gebracht. Von Zeit 
zu Zeit wurde ein Tropfen herausgenommen und auf einem Porzellan- 
teller mit einem Tropfen n/10 Jodlösung vermischt. Im Anschluß 
an Biedermann wurde der achromische Punkt, d. h. der Zeitpunkt, 
wann mit Jod keinerlei Färbung mehr auftritt, bestimmt. Die Wirkung 
des unverdünnten Speichels war viel zu stark, als daß sie hätte messend 
verfolgt werden können. 
Speichel, verdünnt 1:10, ergab den achromischen Punkt in 
21, Minuten. 

Speichel, verdünnt 1:20, ergab den achromischen Punkt in 
9 Minuten. 

Speichel, verdünnt 1:50, ergab den achromischen Punkt in 
25 Minuten. 

Speichel, verdünnt 1:100, ergab den achromischen Punkt in 
93 Minuten. 


Chemotropismus bei Avena. 97 


Im Anschluß daran wurde verdünnter Speichel auf seine tro- 
pistische Wirkung untersucht. 
Speichel 1:10 ergab: von 20 Pflanzen waren 15 gekrümmt, davon 
13 deutlich negativ, 2 deutlich positiv. 

Speichel 1:50 ergab: von 24 Pflanzen waren 7 gekrümmt, davon 
5 deutlich positiv, 2 schwach positiv. 

Speichel 1: 100 ergab: von 19 Pflanzen waren 5 gekrümmt, davon 
3 deutlich positiv, 2 schwach positiv. 

Daraus geht deutlich hervor, daß eine Verdünnung des Speichels 
nicht nur eine Verringerung der Prozentzahl, sondern auch eine Änderung 
der Krümmungsrichtung bewirkt. Die negative Krümmung nimmt 
mehr und mehr ab und wird ersetzt durch eine positive. In demselben 
Sinne wirkte Eindampfen zur Trockne und Veraschen des Speichels. 
Auffallend war, daß durch 15 Minuten langes Kochen die fermentative 
Kraft des Speichels kaum abgeschwächt wurde. 


Versuche mit Malzauszügen. 


Die chemische Zusammensetzung von Malzauszügen ist ungleich 
komplizierter als die des Speichels. Erschwerend ist hier vor allem 
der Umstand, daß neben der Diastase gleichzeitig eine nicht unbeträcht- 
liche Menge Zucker vorhanden ist. 

Die Zuckerbestimmung wurde wieder ausgeführt nach der Methode 
von Bang in einem folgendermaßen hergestellten Extrakt. 

l g zerschrotenes Malz wurde mit 25ccm Wasser angerührt, 
20 Minuten stehengelassen und klar abfiltriert. Die Bestimmung ergab 
einen Zuckergehalt von 4,4 his 5 Proz. 

Die Versuche zur Erregung einer tropistischen Krümmung wurden 
analog den Speichelversuchen ausgeführt. 

Am wirksamsten erwies sich ein aus gequollenem Malz mittels der 
hydraulischen Presse hergestellter Malzpreßsaft. Ein mit diesem 
Preßsaft angestellter Versuch ergab eine 100 proz., sehr starke negative 
Krümmung, allerdings nicht ganz so stark wie mit unverdünntem 
Speichel. Verdünnung des Malzauszuges hatte dasselbe Ergebnis wie 
beim Speichel. Kochen und Filtration des gekochten Auszugs bewirkte 
in diesem Falle jedoch ein deutliches Zurückbleiben der Krümmung. 


Versuche mit konzentriertem Preßsaft. 


Bisher wurde nur mit relativ niedriger Preßsaftkonzentration 
gearbeitet. Es war nun ganz interessant festzustellen, daß auch mit 
Preßsaft negative Krümmungen erzielt werden können, wenn er nur 
in genügend hoher Konzentration zur Anwendung kommt. Ein solcher 
Preßsaft wurde gewonnen durch Auspressen von 2 bis 3g Keimblatt- 
substanz ohne Zusatz von Wasser bei einem Druck von % bis 110 Atm. 
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Jetzt waren von 32 Keimlingen 20 gekrümmt = 62 Proz., davon 2 
schwach, 3 deutlich positiv, 1 schwach, 14 deutlich negativ. 


Versuche mit Fermentpräparaten. 


1. Diastase. Verwendet wurden zwei Präparate (I und II) Diastase 
absolut von Merck. Da es bis jetzt noch nicht gelungen ist, Fermente 
rein darzustellen, so ist es kaum möglich, mit zwei verschiedenen 
Präparaten dieselben Resultate zu erzielen. 

Was die enzymatische Kraft der beiden Präparate betrifft, so 
erwies sich Präparat I ungefähr doppelt so stark wie II. 

Trotzdem traten bei den tropistischen Versuchen mit Präparat I 
nur positive Krümmungen auf, während II, wenn auch nur schwache, 
negative Krümmungen ergab. Auffallend war auch hier, daß ebenso 
wie beim Speichel ein 15 Minuten langes Kochen von Diastase I deren 
Wirkung nicht verminderte. 

2. Pepsin. Verwendet wurde Pepsin puriss. von Dr. G. Grübler 
& Co. sowohl in 0,4proz. salzsaurer Lösung, wie in wässeriger Lösung. 

In beiden Fällen bewirkte es eine deutliche, in der Hauptsache 
negative Krümmung. 

Eine 2proz. wässerige Pepsinlösung hatte das Ergebnis: Von 
36 Pflanzen waren 28 = 77 Proz. gekrümmt, 1 schwach positiv, 6 
schwach, 21 deutlich negativ. 20 Minuten langes Kochen setzte auch 
hier die Wirkung nicht wesentlich herab. 

3. Trypsin. 0,2g Trypsin wurden in lccm lproz. NaCO,- 
Lösung aufgeschwemmt. Trypsin bewirkte nur eine positive Krümmung. 
Von 36 Pflanzen waren nach 6 Stunden 14 = 39 Proz. positiv ge- 
krümmt, 13 deutlich, 1 schwach positiv. 


Versuche mit Eiweißabbauprodukten. 


Pepton kam in einer 10proz. Lösung zur Anwendung. Die Wirkung 
auf das Keimblatt war nicht sehr stark. 

Von 30 Pflanzen waren 7 deutlich positiv, 4 schwach negativ 
gekrümmt = 11 Krümmungen = 37 Proz. 

Protalbumose, Asparagin waren fast ganz unwirksam. 


Wachstumsmessungen. 


Es war nun noch festzustellen, wie eine positive oder negative 
Krümmung zustande kommen kann, bzw. in welchem Falle Wachstums- 
hemmung oder Förderung eintritt. Diese Frage war am einfachsten 
auf die Weise zu lösen, daß das Reizagens nicht mehr einseitig, sondern 
auf dem ganzen Querschnitt zur Einwirkung kam. Dieses wurde 
dadurch erreicht, daß Agarscheibchen nach Durchtränkung mit dem 
zu untersuchenden Stoff wagerecht auf den Keimblattstumpf aufgelegt 
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wurden. Mit Tusche wurde an der Basis des Keimblattes eine Marke 
angebracht, vor und nach dem Versuch mit Millimeterpapier die Länge 
des Keimblattes gemessen. Gleichzeitige Wachstumsmessungen an 
normalen, an dekapitierten ohne aufgelegten Agar und an dekapitierten 
Keimblättern mit aufgesetztem Agar mußten dann den Unterschied 
deutlich hervortreten lassen. 


Versuch 1. 
Dauer 6 Stunden. Wirkung unverdünnten Speichels. 


Durchschnittlicher Zuwachs bei 29 intakten Pflanzen = 5,5 mm, bei 
25 dekapitierten Pflanzen = 1,96 mm, bei 28 dekapitierten Pflanzen mit 
aufgelegtem Speichelagar = 6,7 mm. 


Versuch 2. 
Dauer 6 Stunden. Speichel unverdünnt. 


Durchschnittlicher Zuwachs bei 32 intakten Pflanzen = 4,4 mm, 
bei 27 dekapitierten Pflanzen = 1,4 mm, bei 18 dekapitierten Pflanzen mit 
aufgelegtem Speichelagar = 6 mm. 


Versuch 3. 
l proz. Maltoselösung. Versuchsdauer 6 Stunden. 


Durchschnittlicher Zuwachs bei 26 intakten Pflanzen = 5,1 mm, 
bei 24 dekapitierten Pflanzen = 2,3 mm, bei 20 dekapitierten Pflanzen mit 
aufgelegtem Maltoseagar = 2,0 mm. 


Versuch 4. 
Malzauszug 1:4, und 1:20 verdünnt. 


Durchschnittlicher Zuwachs bei 5 intakten Pflanzen = 5mm, bei 
21 dekapitierten Pflanzen = 1,7 mm, bei 28 dekapitierten Pflanzen mit 
aufgelegtem Malzagar 1:4 = 3,5 mm, bei 28 dekapitierten Pflanzen mit 
aufgelegtem Malzagar 1:20 = 2,1 mm. 

Das Ergebnis dieser Messungen war: Das intakte Avenakeimblatt 
wächst bei den gegebenen Versuchsbedingungen innerhalb 6 Stunden 
durchschnittlich 5mm. Dekapitieren der Spitze um 3 bis 5 mm ver- 
mindert diesen Zuwachs auf 1,8 mm; Auflegen von Agar mit konzen- 
triertem Speichel oder konzentriertem Malzauszug verursacht eine 
starke Wachstumszunahme im Vergleich mit den dekapitierten Keim- 
lingen, die beim Speichel sogar die wachstumsfördernde Wirkung der 
Spitze übertrifft. Weniger deutlich tritt die hemmende Wirkung 
von Zucker hervor, was aber in Anbetracht dessen, daß die dekapitierte 
Pflanze an sich schon ein so geringes Wachstum zeigt, nicht ver- 
wunderlich ist. 

Die Wachstumsbeeinflussung bei allseitiger Einwirkung steht in 
vollem Einklang mit den Krümmungen bei einseitiger Einwirkung; 
somit muß man annehmen, daß die tropistischen Erfolge durch direkte 
Wirkung auf der beeinflußten Seite bedingt sind, daß eine Wachstums- 
hemmung positive, eine Steigerung negative Krümmung zur Folge hat. 


7» 
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Zusammenfassung. 


1. Das Wachstum des Avenakeimblattes wird durch Dekapitieren 
der Spitze sebr gehemmt. 

2. Allseitige Einwirkung einer unverdünnten Speichellösung auf 
die Schnittfläche des Keimblattstumpfes löst sehr starkes Wachstum 
aus, welches das der intakten Pflanze sogar übertrifft. 

3. Verdünnter Speichel, verdünnter Preßsaft, Salze, Zucker 
wirken dagegen wachstumshemmend. 

4. Wird der betreffende Stoff nicht allseitig, sondern einseitig der 
Schnittfläche des Stumpfes zugesetzt, so tritt nur einseitige Wachstums- 
hemmung oder -steigerung auf, d. h. also positive oder negative 
Krümmung. 


Zur Frage nach den Fermenten von Utricularia vulgaris. I. 


Von 
A.N. Adowa. 


(Aus der chemotherapeutischen Abteilung des Tropeninstituts in Moskau.) 
(Eingegangen am 28. Januar 1924.) 


Die ersten Untersuchungen über die fermentativen Funktionen 
der insektivoren Pflanze Utricularia vulgaris wurden von Darwin!) 
ausgeführt und in der Folge von Fermi und Buscaglioni?) und Luetzel- 
burg®) fortgesetzt. Die Art der Assimilation der tierischen Nahrung 
war aber unaufgeklärt geblieben. Es wurde mir daher von meinem 
verehrten Lehrer, Herrn Prof. J. A. Smorodinzew, vorgeschlagen, diese 
Frage in Angriff zu nehmen. 


Die Fermente dieser Pflanze wurden studiert und vorläufige Versuche 
darüber angestellt, unter welchen Bedingungen für die Verdauung der 
verschiedenen Eiweißkörper durch den Extrakt der Pflanze das günstigste 
Medium erreicht wird. Zu diesem Zweck wurden saline und salzsaure 
Extrakte aus der ganzen Pflanze bereitet und deren Einfluß auf Gelatine, 
Fibrin, Casein der Milch und Hühnereiweiß untersucht. Die meisten Ver- 
suche wurden in festen Gelatine-Reagenzgläschen nach Bermes?) Methode 
bei saurer, alkalischer und neutraler Reaktion auf Lackmus ausgeführt. 


Versuch 1: Verdauung alkalischer Gelatine. 

Versuch 2: Verdauung neutraler Gelatine. 

Versuch 3: Verdauung der Gelatine bei saurer Reaktion. 

Schlüsse: Wie man aus Tabelle I ersieht, ist die proteoklastische 
Kraft des Extraktes aus Utricularia vulgaris sehr gering, so daß schon 
eine 6,25proz. Lösung Gelatine nicht zu verflüssigen vermag. Ein 
alkalisch reagierendes Medium ist das für die Verdauung der Gelatine 
günstigste; in einem neutralen verläuft der Verflüssigungsprozeß 


langsamer. 


1) Ch. Darwin, „The insectivorous plants“. 

2) Cl. Fermi und Buscaglioni, Centralbl. f. Bakt. u. Paras., 2. Abt., 
b, H.4, S. 131, 1899. 

3) P. Luetzelburg, Flora 100, 145, 1910. 

t) Cl. Fermi, Arch. f. Hyg. 55, 197, 1906. 


A. N. Adowa: 
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Was nun die Verdauung der Gelatine bei saurer Reaktion anbelangt, 
so stehen die Daten der vorliegenden Untersuchung in vollem Einklang mit 
den von Butkewitsch!) und Neumeister?) gefundenen; auf Grund der Ver- 
suche des letzteren legt „das in den Pflanzen befindliche Ferment mit 0,2 proz. 
Salzsäure eine Wirkung bloß am Anfang an den Tag, worauf es dann durch 
dieselbe zerstört wird‘. 


Es wurde der Versuch unternommen, die Wirksamkeit des Ex- 
` traktes durch Konzentration des Ferments mittels Tierkohle®?) und 
Aktivierung durch CaCl, nach Delezenne*) zu steigern. 


Versuch 4: Verdauung alkalischer Gelatine bei Gegenwart von Tierkohle. 

Versuch 5: Verdauung alkalischer Gelatine durch aktivierten Extrakt. 

Versuch 6: Verdauung alkalischer Gelatine bei Gegenwart von Call, 
und Tierkohle. 


Schlüsse: Der Zusatz von CaCl, hemmt die Verdauung der alka- 
lischen Gelatine bei starken Konzentrationen des Ferments. Einen 
hemmenden Einfluß auf die Verflüssigung übte Tierkohle auch bei 
großen Konzentrationen aus, während sie bei 2,5 Proz. den Prozeß 
steigerte. 


Versuch 7: Verdauung neutraler Gelatine bei Gegenwart von Tierkohle. 

Versuch 8: Verdauung von neutraler Gelatine bei Gegenwart von CaQl,. 

Versuch 9: Verdauung von neutraler Gelatine bei Gegenwart von CaCl, 
und Tierkohle. 


Schlüsse: Der Zusatz von CaCl, und Tierkohle beschleunigte den 
Prozeß der Verdauung der neutralen Gelatine in den ersten zwei Wochen. 

Die Versuche 4 bis 9 bestätigten noch einmal, daß ein alkalisches 
Medium unter den vorliegenden Bedingungen das für das proteo- 
klastische Ferment von Utricularia vulgaris günstigste ist, obgleich 
eine Verflüssigung der Gelatine auch bei neutraler Reaktion stattfinden 
kann. 


Versuch 10: Die Verdauung des Fibrins durch einen Extrakt aus 
Utricularia vulgaris kann vorderhand noch nicht als festgestellt angesehen 
werden, da es sich als unmöglich erwies, auf Grund der Biuretreaktion über 
die Verdauung des Fibrins ein Urteil zu fällen, denn der Extrakt hatte 
selbst eine grünlich-braune Färbung und bei geringer Verdauung wäre der 
Umschlag der Farbe nicht bemerkbar gewesen. Ebenso schwer war es auch, 
eine Verminderung der Fibrinmenge zu gewahren. 


Versuch 11: Die Verdauung des Caseins wurde nach Mandelbaums®) 
Verfahren untersucht. 


1) W. J. Butkewitsch, „Regressive Metamorphose der Eiweißstoffe in 
den höheren Pflanzen und Anteilnahme eines der proteolytischen Fermente 
an derselben‘. 1904. 

2) Neumeister, Zeitschr. f. Biol. 80, 447, 1894. 

8) CL. Fermi, Arch. f. Hyg. 55, 197, 1906. 

4) C. Delezenne, Soc. Biol. 59, 476, 1905. 

6) M. Mandelbaum, Münch. med. Wochenschr. 56, 2215, 1909. 
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15. Der 1 Stunde bei 90° C gekochte und abgekühlte Malzauszug, 
dann versetzt mit Sauerstoff, Wasserstoffsuperoxyd oder Kohlensäure, 
zeigt nach Schüttelung keine stärkere dextrinierende Wirkung als 
der in Luftatmosphäre geschüttelte; Sauerstoff und Wasserstoffsuper- 
oxyd wirken im Gegenteil schädigend auf das Entstehen dieser Kraft. 


16. Den günstigen Einfluß des Erwärmens des Malzauszuges 
sehen wir auch bei niedriger Temperatur. Ein schwacher Malzauszug 
gibt beim Erwärmen bei 40 bzw. 45°C nach 2 Stunden die stärkste 
dextrinierende Wirkung. 


17. Die dextrinierende Kraft des Malzauszuges verschiedener 
Getreidearten zeigt nur große quantitative Unterschiede, in qualitativer 
Hinsicht ist derselbe unbedeutend. Am empfindlichsten für höhere 
Temperaturen ist die Weizenmalzamylase im Gegensatz zur Mais- und 
Hirsenmalzamylase. Letztere zeigen auch etwas größere Wirkungs- 
energie bei niedrigeren Temperaturen. 


Über Chemotropismus bei Avena. 
(Vorläufige Mitteilung.) 


Von 


Elisabeth Seubert. 
‚Aus dem botanischen Institut der Universität Heidelberg.) 
(Eingegangen am 28. Juni 1924.) 


Vorliegende Untersuchungen wurden angeregt durch die Starksche 
Arbeit!) „Studien über traumatotrope und haptotrope Reizleitungs- 
vorgänge‘“, worin Stark nachweisen konnte, daß eine Reizübertragung 
von der Avenakeimblattspitze zum Stumpfe bei Unterbrechung des 
organischen Zusammenhangs nicht nur innerhalb desselben Indi- 
viduums, sondern auch auf fremde Individuen, fremde Arten und 
Gattungen möglich ist. Er ging dabei so vor, daß er zunächst die zu- 
gehörige, dann artfremde, gattungsfremde Spitzen auf den Keimblatt- 
stumpf von Gräserkeimlingen aufsetzte und die Spitze einseitig durch 
Reiben, Brennen oder Ätzen reizte. Mehr oder minder starke Krüm- 
mungen waren die Folge, und zwar waren sie um so weniger deutlich, 
je weiter der verwandtschaftliche Abstand von Spitze und Stumpf 
war. Dasselbe Resultat wurde erzielt mit einseitig auf die Schnittfläche 
aufgesetzten Gewebezylinderchen, die dem Keimblatt mehr oder weniger 
nahe verwandt waren. Daraus schloß Stark, daß durch den einseitigen 
Wundreiz in der Spitze eine chemische Polarität geschaffen — d. h. 
also Wundstoffe gebildet werden, die über die Schnittfläche zum 
Stumpf diffundieren und dort eine positive Krümmung auslösen. Daß 
es sich um die Diffusion von Stoffen und nicht um die Übermittlung 
eines traumatischen Erregungszustandes handelte, konnte Stark so 
nachweisen, daß er einmal die Keimblattzylinderchen vor dem Auf- 
legen durch Kochen abtötete, ein anderes Mal die ganze unverletzte 
Pflanze mit siedendem Wasser abbrühte und dann erst Zylinderchen 
daraus schnitt, die einseitig dem Stumpfe angefügt wurden. In beiden 
Fällen trat eine zwar geschwächte, aber doch deutliche Krümmung 
auf. Dasselbe Ergebnis wurde erzielt durch Auflegen von Agar- 


1) Jahrb. f. wiss. Bot. 60, Heft 1, 1921. 
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würfelchen, die mit PreßBsaft aus Keimblättern getränkt waren. Da 
die Wirkung der Wundstoffe mit dem systematischen Abstand der 
Spitze bzw. der Schnittfläche seitlich angesetzter Gewebezylinderchen 
und Stumpf deutlich abnimmt, mußte es sich um spezifische Stoffe 
handeln, ‚die zwar einer bestimmten chemischen Gruppe angehörten, 
sich aber durch geringe Änderungen im Molekül unterscheiden“ (Stark). 
Es gab nun zwei Möglichkeiten, Näheres über die chemische Natur 
dieser Stoffe zu erfahren; entweder Isolierung verschiedener Stoff- 
gruppen aus dem Preßsaft der Keimblätter und Untersuchung ihrer 
Wirksamkeit, oder Prüfung sämtlicher in Frage kommender Stoff- 
gruppen auf ihre Fähigkeit, tropistische Krümmungen auszulösen. 


Methodik. 


Die Aufzucht der Versuchspflanzen, Avena sativa, erfolgte in der bei 
diesen Arbeiten üblichen Weise in mit Sägemehl gefüllten Glasdosen im 
Dunkelzimmer, in dem auch die Versuche ausgeführt wurden. Hatten die 
Keimlinge die nötige Länge von 1 bis 3 cm erreicht, so wurden die Versuche 
nach der Starkschen Methode vorbereitet. Durch seitliches Anritzen mit 
dem Rasiermesser und kurzen Ruck wurde die Keimblattspitze von 3 bis 
5 mm Länge abgehoben. Sodann wurde ein Agarwürfelchen von 2 bis 3 mm 
Kantenlänge, das mit dem zu untersuchenden Stoff getränkt war, der 
Schnittfläche einseitig aufgesetzt. Der durch längeres Wässern in Leitungs- 
und destilliertem Wasser gereinigte Agar ruft für sich allein keine Krümmung 
hervor. Verwendet wurde ein 5proz. Agar, der mit dem gleichen Volumen 
der zu untersuchenden Lösung versetzt wurde. Meist nach 6 Stunden 
wurde das Versuchsergebnis notiert, bei positivem Ausfall die Keimlinge 
durch dichtes Anlegen photographischen Papiers hinter jeder Pflanze ab- 
gebildet. 

Die Versuche wurden ausgeführt mit Avena sativa (Siegeshafer von 
Svalöf, Schweden). Herrn Dr. A. Akerman sage ich für die freundliche 
Überlassung desselben meinen verbindlichsten Dank. 


Versuche mit Preßsaft. 

Der Preßsaft wurde jeweils am Morgen kurz vor Versuchsbeginn 
hergestellt, etwa 0,5g unbelichteter Keimblätter wurden mit 1 ccm 
destillierten Wassers zerrieben, der Preßsaft abfiltriert und mit dem 
gleichen Volumen 5proz. Agars verrührt. 

Auf die verschiedenste Weise, z. B. Kochen, Eindampfen zur Trockne, 
Ausfällen mit Alkohol, wurde nun versucht, den wirksamen Stoff zu 
isolieren. Es zeigte sich jedoch lediglich das Eine mit Deutlichkeit, 
daß nicht ein Körper, sondern mehrere als Reagens wirken. Da es 
schwierig ist, aus einem so komplizierten Stoffgemisch wie es der 
Preßsaft darstellt, Körper mit genügender Reinheit herauszuarbeiten, 
und es immerhin noch fraglich war, ob das Reizagens nicht durch die 
chemische Behandlung zerstört würde, wurde von einer eingehenden 
Analyse des Preßsaftes abgesehen und der zweite Weg eingeschlagen, 
die Prüfung reiner Agenzien auf ihre tropistische Wirkung. 
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Versuche mit Salzen. 


Der Aschegehalt des Preßsaftes beträgt 0,46 Proz. des Frisch- 
gewichts = 5,4 Proz. des Trockengewichts. 

Da Rhodanide, Jodide, Bromide kaum in der Pflanze vorkommen, 
wurden die Versuche begonnen mit KCl-Lösungen verschiedener 
Konzentration. Zur Anwendung kamen m/30, m/7,5, m/3 = 2,5proz. 
m/1,5, m/0,75 KCl-Lösungen. Es zeigte sich, daß eine m/3 KCI weitaus 
die stärkste Wirkung hat. In einem Versuch waren z. B. von 18 Pflanzen 
10 deutlich positiv gekrümmt, gleich 55 Proz., während bei höherer 
wie niederer Konzentration nur schwache positive Krümmung in ge- 
ringerer Prozentzahl auftrat. (Unter positiven Krümmungen sind 
solche verstanden, bei denen die gereizte Seite konkav wird, bei nega- 
tiven Krümmungen wird die gereizte Seite konvex.) Die m/3 Kon- 
zentration wurde deshalb auch für die übrigen Salze NaCl, KNO,, 
K,SO, beibehalten. Vergleicht man die Wirkung der Salze unter- 
einander, so zeigt sich, daß lediglich KCL und NaCl eine deutliche 
Krümmung auszulösen vermögen. KNO, und K,SO, riefen nur 
schwache Krümmung hervor. Die Gesetzmäßigkeit der lyotropen 
Reihe CNS > J >œ Br œ> NO, >œ 01 > Tartrat > Citrat > SO, ist 
nach diesen nur orientierenden Versuchen bestimmt nicht vorhanden, 
da NO,, das in der lyotropen Reihe vor dem Cl steht, im Vergleich mit 
Cl nur eine schwache Krümmung auszulösen vermag. 

Es wurde nun zu Versuchen mit Säuren übergegangen (Preßsaft 
reagiert deutlich sauer). 

m/3 Milchsäure rief eine schwach positive Krümmung hervor. 

Von 30 Pflanzen waren 5 = 16 Proz. schwach positiv gekrümmt. 

m/3 und m/6 Citronensäure erwiesen sich als durchaus unwirksam. 

0,4 Proz. = m/10 HCl ergab von 19 Pflanzen 8 positive Krüm- 
mungen = 42 Proz., davon waren zwei deutlich, sechs schwach positiv 
gekrümmt. 

Die tropistische Wirkung des Preßsaftes konnte demnach auch 
nicht durch seinen Säuregehalt erklärt werden. 


Versuche mit Zuckern. 


Gelegentlich der Versuche mit Preßsaft war es aufgefallen, daß 
beim Eindampfen wässeriger bzw. alkoholischer Auszüge typischer 
Geruch nach Malzextrakt auftrat. Dies gab zunächst Veranlassung, 
den Preßsaft auf seinen Zuckergehalt zu untersuchen. 

Die Zuckerbestimmung wurde ausgeführt nach der titrimetrischen 
Methode von Bang. Es wurden Werte von 25,5 bis 3l mg Zucker pro 
l g Keimblattsubstanz gefunden, das sind 2,5 bis 3,1 Proz. des Frisch- 
gewichts, etwa 30 Proz. des Trockengewichts (Trockengewicht=8,4 Proz. 
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Was nun die Verdauung der Gelatine bei saurer Reaktion anbelangt, 
so stehen die Daten der vorliegenden Untersuchung in vollem Einklang mit 
den von Butkewitsch!) und Neumeister?) gefundenen; auf Grund der Ver- 
suche des letzteren legt „das in den Pflanzen befindliche Ferment mit 0,2 proz. 
Salzsäure eine Wirkung bloß am Anfang an den Tag, worauf es dann durch 
dieselbe zerstört wird“. 


Es wurde der Versuch unternommen, die Wirksamkeit des Ex- 
traktes durch Konzentration des Ferments mittels Tierkohle®) und 
Aktivierung durch CaCl, nach Delezennet) zu steigern. 


Versuch 4: Verdauung alkalischer Gelatine bei Gegenwart von Tiierkohle. 

Versuch 5: Verdauung alkalischer Gelatine durch aktivierten Extrakt. 

Versuch 6: Verdauung alkalischer Gelatine bei Gegenwart von CaCl, 
und Tierkohle. 


Schlüsse: Der Zusatz von CaCl, hemmt die Verdauung der alka- 
lischen Gelatine bei starken Konzentrationen des Ferments. Einen 
hemmenden Einfluß auf die Verflüssigung übte Tierkohle auch bei 
großen Konzentrationen aus, während sie bei 2,5 Proz. den Prozeß 
steigerte. 


Versuch 7: Verdauung neutraler Gelatine bei Gegenwart von T'ierkohle. 

Versuch 8: Verdauung von neutraler Gelatine bei Gegenwart von CaCl, 

Versuch 9: Verdauung von neutraler Gelatine bei Gegenwart von CaCl, 
und Tierkohle. 


Schlüsse: Der Zusatz von CaCl, und Tierkohle beschleunigte den 
Prozeß der Verdauung der neutralen Gelatine in den ersten zwei Wochen. 

Die Versuche 4 bis 9 bestätigten noch einmal, daß ein alkalisches 
Medium unter den vorliegenden Bedingungen das für das proteo- 
klastische Ferment von Utricularia vulgaris günstigste ist, obgleich 
eine Verflüssigung der Gelatine auch bei neutraler Reaktion stattfinden 
kann. 


Versuch 10: Die Verdauung des Fibrins durch einen Extrakt aus 
Utricularia vulgaris kann vorderhand noch nicht als festgestellt angesehen 
werden, da es sich als unmöglich erwies, auf Grund der Biuretreaktion über 
die Verdauung des Fibrins ein Urteil zu fällen, denn der Extrakt hatte 
selbst eine grünlich-braune Färbung und bei geringer Verdauung wäre der 
Umschlag der Farbe nicht bemerkbar gewesen. Ebenso schwer war es auch, 
eine Verminderung der Fibrinmenge zu gewahren. 


Versuch 11: Die Verdauung des Caseins wurde nach Mandelbaums®) 
Verfahren untersucht. 


1) W. J. Butkewitsch, ‚Regressive Metamorphose der Eiweißstoffe in 
den höheren Pflanzen und Anteilnahme eines der proteolytischen Fermente 
an derselben“. 1904. 

2) Neumeister, Zeitschr. f. Biol. 80, 447, 1894. 

3) Cl. Fermi, Arch. f. Hyg. 55, 197, 1906. 

t) C. Delezenne, Soc. Biol. 59, 476, 1905. 

51 M. Mandelbaum, Münch. med. Wochenschr. 56, 2215, 1909. 
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Tabelle IV. 
Verdauung des Caseins durch den Extrakt. 


L Ee des 
ks aren 
Dauer Reagenz: 

_ Släschens 








A | 20 | 100 proz SA 30Min. — [mv Im Versuch A waren in A waren in 
asc 
Kontz, | 20 20 30 , Trübung beide Schichten ee 
| N PA 
ucns 
B | 20 100proz. | 30 ee 
Kontr. | 20 H,O i 30 k raps | ) Versuche ee 
C 20 100 proz 30 cide Schichten klar; 
Kontr. | 2% j 30 ` Trübung | en E 
D 40 100proz. , 30 2 l 
Kontr. , 40 at) 20 ! Trübung mamn L ung ur z, 
E | 40 100proz. | 30 „ 2 Ge E traten die Buck: 
Kontr. | 40 O 30 „ rt staben deutlich hervor. 
m | H 100 E Sc ek D Dasselbe, w im Vor 
ontr. 2 2 | Tri SCH suche D un nur 
N 
G a | 100proz, | 1Std. | | ee H 
Kontr. | 40 ail , 1,  Trübung des Ferments statt. 


Schlüsse: Die Daten dieser Untersuchung zeigen, daß der aus 
Utricularia vulgaris bereitete Extrakt imstande ist, Milchcasein, wenn 
auch schwach, zu verdauen. 

Es wurden Versuche angestellt, das proteoklastische Ferment 
nach den Verfahren von Mett!), Zavialoff?), Fuld-Gross®) und Fuld- 
Levisson®) quantitativ zu bestimmen. 


Versuch 12: Die Verdauung des Hühnereiweißes wurde nach Metts Ver- 
fahren bei saurer und alkalischer (mit Toluol) Reaktion untersucht. Nach 
8 Tagen konnte man in allen Kapillarröhrchen Diffusion des Extraktes 
gewahren; der Rand des Eiweißes war zernagt. 

Versuch 13: Die Verdauung 30- und l5proz. Gelatine in Kapillar- 
röhrchen nach Zavioloffs Verfahren zeigte, daß $-Protease durch die Digestion 
mit Salzsäure aktiviert wird, und daß 30proz. Gelatine weder durch e- noch 
durch $-Protease verdaut werden kann. 

Versuch 14: Die Casein- und Edestinmethoden der quantitativen 
Bestimmung der «- und $-Protease konnten unter den gegebenen Bedingungen 
nicht angewandt werden, da der mit einer weingeisthaltigen Lösung von 
Essigsäure versetzte Extrakt sich selbst trübte. 


Unsere Untersuchungen haben auf die widersprechenden Meinungen, 
denen man in der Literatur begegnet, ein Licht geworfen. Unter den 
Autoren zählen einige die Proteasen der Utricularia vulgaris den 


1) C. F. Mett, Arch. f. Physiol. 68, 1894. 

2) V. Zavioloff, H.-S. 46, 321, 1905. 

3) J. A. Smorodinzew, „Die Fermente des Pflanzen- und Tierreiches‘ 
(russ.) 2, 42 und 102. Moskau 1922. 
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Pepsinasen, andere den Tryptasen zu TD. In Wirklichkeit darf man 
das Vorhandensein eines Gemisches zweier Proteasen allerdings beider 
in unbedeutender Menge, als unstreitig erwiesen betrachten. 


Zusammenfassung. 


Die von uns ausgeführten Untersuchungen zusammenfassend, ge- 
statten wir uns, folgende Schlüsse zu ziehen: 

l. Utricularia vulgaris muß den insektivoren Pflanzen zugerechnet 
werden, die ein proteoklastisches Ferment enthalten, da sie imstande 
ist, tierische Eiweißkörper zu verdauen. 

2. Die Gewebe der Utricularia vulgaris enthalten zwei proteo- 
klastische Fermente: Die Verdauung des Hühnereiweißes, der Gelatine 
in Metts Kapillarröhrchen, des Milchcaseins nach Mandelbaum, die 
Verdauung der Gelatine in einem sauren Medium nach Fermi, dies 
alles spricht für das Vorhandensein von ß-Protease, aber die meisten 
Versuche weisen einstimmig darauf hin, daß im Extrakt von Utricularia 
vulgaris &-Protease enthalten ist, die im Vergleich zur ß-Protease 
größere Aktivität an den Tag legt. 

3. Sowohl oe als B-Protease sind im Extrakt teilweise schon fertig 
vorhanden. 

4. Digerieren mit Salzsäure steigert die Aktivität der ß-Protease. 

5. Der Zusatz von Calciumchlorid steigert ein wenig die Aktivität 
der &-Protease in neutralem Medium. 


1) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 2, 603, 1913. 


Über die Aktivität der Urease in hohen Alkoholkonzentrationen. 


Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


[Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universität zu Petersburg 
(Leningrad). ] 


(Eingegangen am 14. Mai 1924.) 


Zurzeit gibt es in der physiologischen Literatur eine Menge Tat- 
sachen, die feststellen, daß eine Reihe von Fermenten ihre Tätigkeit 
in verschiedenen Alkoholen von ziemlich hoher Konzentration ausüben. 
Gut bekannt ist die Tätigkeit der Chlorophyllase in 80grad. Äthyl- 
alkohol, die das Phytol vom Chlorophyllmolekül abspaltet1). Eine 
große Bedeutung haben bei dem Studium dieser Frage die weiten 
Untersuchungen von Bourquelot und seinen Schülern über fermentative 
Spaltung und Synthese von Glykosiden und Polysacchariden in 80- 
bis 95grad. Alkohol. 


Diese auffallenden Resultate finden ihre Erklärung in den neuesten 
Untersuchungen der Schulen von Willstätter und Euler, die zu dem Schlusse 
gelangen, daß das Fällen der Fermente in Niederschlägen ihre Aktivität 
sehr wenig vermindert. Das ist deutlich zu ersehen aus den letzten Angaben 
von Euler, Josephson und Myrbäck?) über die Tätigkeit der Saccharase. 
Über die Wirkung der Fermente in unlöslichem Zustande konnte man sich 
schon auf Grund der Arbeiten von Bourqguelot und besonders von Bayliss?®) 
ein Urteil zusammenstellen. Der letzte Autor hebt hervor, daß der unlösliche 
Teil des Enzyms in vielen Fällen ein aktiver war, das Filtrat hingegen 
gar keine fermentative Wirkung aufwies. Bayliss beschreibt eine Reihe 
von Versuchen mit verschiedenen Fermenten unter Auswahl solcher 
Solvenzien, in denen das Enzym unlöslich und die Substanz, auf die es 
einwirkt, löslich war. Der Autor zeigte, daß andauerndes Verweilen der 
Urease in 80 grad. Alkohol dieselbe nicht zerstört; der alkoholische Extrakt 
aus Sojapulver, das Urease enthält, erwies sich als völlig inaktiv. 


1) R. Wülstätter und A. Stoll, Liebigs Ann. 878, 4, 1910. 

2) H. o Euler, K. Josephson und Myrbäck, Zeitschr. f. phys. Chem. 
130, 87, 1923; siehe auch Willstätter und Backe, Liebigs Ann. 425, 1, 1921. 

3) W. M. Bayliss, The Action of insoluble Enzyme. Journ. of Physiol. 
50, 85, 1916. 
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In weiteren Versuchen fand er, daß an Harnstoff während dreitägigem 
Verweilen bei Zimmertemperatur in 80 grad. Alkohol 7,8 Proz. und in 89,3 grad. 
1,8 Proz. zerfallen waren. Bayliss kommt zu dem Schlusse, daß die Ein- 
wirkung von Urease an der Oberfläche des unlöslichen Ferments verläuft. 
Dieser Gedanke war schon von Armstrong (1913) ausgesprochen worden, 
fand aber seine Bestätigung erst nach den von Bayliss mitgeteilten Tat- 
sachen. 

Unlängst hat Wester!) die Aufmerksamkeit darauf gelenkt, daß ver- 
schiedene Alkohole, Methylalkohol und Äthylalkohol, in der Menge von 
1 Mol auf 1 Liter keine Einwirkung auf die Urease ausüben. 


Die fermentative Umwandlung des Harnstoffs in Alkohol ist von 
bedeutendem Interesse. Beim Zerfall des Harnstoffs erhalten wir 
die Endprodukte Ammoniak und Kohlensäure, aber die Gleichung 
CO(NH,, + HO = CO, +2 NH, sagt uns nichts von den inter- 
mediären Reaktionen dieser Umwandlung. Der Zerfall des Harnstoffs 
durch die chemischen Agenzien Säure und Alkali ist zurzeit von Werner?) 
gut untersucht worden; er nimmt an, daß der Harnstoff beim Erhitzen 
zuerst in NH, und Cyansäure HCNO dissoziiert, die schnell in NH, 
und CO, hydrolysiert. Die Cyansäure wurde als intermediäres Produkt 
von Werner durch Fällen mit Silbernitrat bestimmt. Andererseits 
wurde bei der Bildung von Harnstoff durch Oxydationssynthese Cyan- 
säure als intermediäres Produkt von Fosse) und Werner‘) entdeckt. 
Indessen sind die intermediären Produkte der fermentativen Zer- 
spaltung nicht so vollständig untersucht worden, wie das für die 
chemische Umwandlung Werner ausgeführt hat. Ich beschloß daher, 
einige Versuche über die fermentative Umwandlung des Harnstoffs 
in Äthylalkohol anzustellen. 

Nimmt man nach Werner an, daß die Umwandlung des Harnstoffs 
in zwei Phasen verläuft — erst die Dissoziation, dann die Hydrolyse 
der Cyansäure —, so könnte man erwarten, daß bei der fermentativen 
Verwandlung desselben in Gegenwart von großen Mengen Alkohol 
die Hydrolyse von HCNO zurückgehalten wird. In diesem Falle 
haben wir die Möglichkeit, die Anwesenheit der Cyansäure zu kon- 
statieren. Die Hemmung der Harnstoffumwandlung bei der Säure- 
hydrolyse in Gegenwart von Alkohol wurde von Burrows und Fawsitt®) 


1) B. H. Wester, diese Zeitschr. 128, 279, 1922. Die unbedeutende 
hemmende Wirkung des Alkohols auf die Urease hatten schon früher beob- 
achtet H. Armstrong und F. Horton, Proc. of the Roy. Soc. Ser. B, 85, 109, 
1912; E. K. Marshall, Journ. of biolog. Chem. 17, 352, 1914; P. Costy, 
Urease et Urée, Paris 1923, p. 81. 

2) E. A. Werner, The Chemistry of Urea 1923. 

3) Fosse, C. r. 168, 1164; 169, 91, 1919. 

4) E. A. Werner, Trans. Chem. Soc. 121, 2322, 1922. 

5) G. T. Burrows und Fawsitt, The decomposition of carbamide, Trans. 
Chem. Soc. 105, 609, 1914; E. A. Werner, The Chemistry of Urea 1923, S. 41. 
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beobachtet und durch für die Hydrolyse ungünstige Bedingungen 
von HCNO erklärt. Zu den quantitativen Bestimmungen des Harn- 
stoffs benutzte ich, wie auch in meinen früheren Arbeiten, die Methode 
von Fossel). In einigen Fällen bestimmte ich Ammoniak durch Destil- 
lation im Vakuum bei 40° in Gegenwart von CaO. Die Versuche wurden 
mit Urease aus entfettetem Sojapulver ausgeführt; das Ferment wurde 
entweder in Form von Pulver oder dessen wässerigem Extrakt zu- 
gegeben. Ä 

In Versuch 1 wurde der Harnstoffzerfall in 80grad. Alkohol durch- 
geführt; in den Proben wurde der Harnstoffrest durch Fällen mit 
Xanthydrol bestimmt. 


Versuch 1. 0,65 g Harnstoff wurden in 10 ccm Wasser gelöst, 10 ccm 
Ferment (Filtrat aus 2 g Sojapulver + 20 ccm Wasser, einen Tag lang mit 
Toluol stehengelassen) hinzugefügt und bis auf 100 ccm mit absolutem 
Alkohol gebracht. Nach bestimmten Zeiträumen wurden Proben zu 4 ccm 
entnommen. | 

















80 grad. Alkohol. 
N Harnstoff Harnstoffzertfall 
Ge ER u | mg Proz. 
1|| Kontrolle ...... | 24,8 0 
2 || Nach 1 Tage .... | 19,7 20,5 
dll 4 ,„ ann 8,7 64,8 
4 = 7 Ke RAR K T 5,1 79,4 
5 | rn 2,5 | 89,8 
6| „19 ag nee | 1,4 94,4 





Infolge der energischen Wirkung der Urease im wässerigen Extrakt 
war fast der gesamte Harnstoff (94,4 Proz.) im Verlauf von 19 Tagen 
zerfallen. 

Im zweiten Versuche wurde in einzelnen Proben der Harnstoffrest 
durch Fällung mit Xanthydrol bestimmt und in gleichlaufenden 
Portionen die Destillation des gebildeten Ammoniaks im Vakuum aus- 
geführt. Dies geschah deswegen, um den Harnstoffzerfall bis zum 
Ende, d. h. bis zu Ammoniak und Kohlendioxyd, verfolgen zu können. 


Versuch 2. 0,70g Harnstoff wurden in 10 ccm Wasser gelöst, 5 ccm 
Ureaselösung zugefügt (2g Sojapulver + 20 ccm Wasser, 2 Stunden ge- 
standen und filtriert) und bis auf 50 cem mit absolutem Alkohol gebracht. 
Es wurde eine Kontrcellprobe entnommen, nach einiger Zeit Versuchs- 
proben zu 2 ccm; in diesen wurden der zurückgebliebene Harnstoff und das 
entstandene Ammoniak (Destillation im Vakuum bei 40° mit CaO) be- 
stimmt. 


1) R. Fosse, Ann. de l’Inst. Pasteur 80, 1916. 
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70 grad. Alkohol. 













Ammoniak, N, | Destilliert 
berechnet nach | Ammoniak»N 
Xanthydrol» 
niederschlag 





Nr. Harnstoffzerfall 





Proz. 














l | Kontrolle. .. . 27,2 0 
2|| Nach 1 Tage. . 19,4 3,6 
3 D A a a 15,5 5,4 
4 R- s | 12,6 6,8 
lw, 99 7,9 





In 10 Tagen waren 63,5 Proz. des gesamten Harnstoffs zerfallen; 
die Mengen des im Vakuum abdestillierten und des durch Berechnung 
nach Verminderung des Xanthydrolniederschlages erzielten Ammoniaks 
kommen sich sehr nahe, obgleich stets etwas weniger überdestillierte, 
wie aus dem Vergleich der dritten und vierten Kolonne zu ersehen ist. 

Zum folgenden Versuche wurde 95,2grad. Alkohol gewählt. 

Versuch 3. 20 ccm 1,3proz. Harnstoff in absolutem Alkohol wurden 
zu 30 cem absoluten Alkohols hinzugefügt, Proben zu 5ccm entnommen 
und diesen 30 mg Sojapulver hinzugefügt; zu einigen Portionen wurde 
0,25 cem Wasser, zu anderen 0,25 ccm Wasser und 6,61 mg N H3!) zugefügt. 


Der Alkohol war in allen Portionen 95,2 grad. 
In der Kontrollportion waren 26,1mg Harnstoff enthalten. 
















Harnstoffzerfall 
Proz, 








In 95,2grad. Alkohol erreichte der Zerfall 24 Proz., in Gegenwart 
von Ammoniak sogar 44,1 Proz. 


Versuch 4. Es wurden acht Portionen zu 5ccm 92 grad. Äthylalkohols 
genommen, worin Harnstoff gelöst worden war, zu jeder wurden 30 mg 
Sojapulver hinzugefügt. Die Portionen wurden bei 15° und 35° aufgestellt. 











| 15C 350C 
Nr. Harnstoff Harnstoffzerfall Harnstoff Harmstoffzerfall 
mg Proz. mg Proz. 
ıl 0 Tage DAC ER 26,0 0 
2 d Nach E 20,7 20,2 
A P 20,6 20,8 
4 DEE 33 23 WI EE EE 





!) Hier war in Aussicht genommen, Verhältnisse für eine optimalere 
Konzentration der H-Ionen zu schaffen, wie das aus den Arbeiten von 
S. Levgrün zu ersehen ist (diese Zeitschr. 187, 206, 1923). 
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Bei erhöhter Temperatur (35°) verlief der Zerfall des Harnstoffs 
viel schneller, aber schon nach 4 Tagen erwies sich die Urease als 
zerstört. Man erhielt das gewöhnliche Bild der Arbeit von Fermenten 
bei Temperatursteigerung, zur Bestimmung des Temperaturoptimums 
für ein Ferment muß man indessen die Wirkungsdauer in Betracht 
ziehen. Ich hatte noch einige Versuche zum Studium der Urease- 
tätigkeit in 80- und 85proz. Aceton unternommen. 

Versuch5. 0,3g Harnstoff wurden in 20 ccm Wasser gelöst, 0,2g 
Sojapulver hinzugefügt und bis auf 100 ccm mit wasserfreiem Aceton ge- 
bracht. Nachdem der Niederschlag des Pulvers sich gesetzt hatte, wurde 
die Kontrollprobe zu 5 cem entnommen (Harnstoff wurde durch Xanthydrol 
bestimmt) und dann in bestimmten Zeiträumen Proben ebenfalls zur Be- 
stimmung von Harnstoff verwandt. 


80 proz. Aceton. 


,  Hamstof . Harnstoffzerfall 
Nr. 
nn... Pm, 


Kontrolle . . . 22 2 2 2 22 2 e. | 15,8 0 








Nach 2 Tagen noch 0.1 g Sojapulver 
zugefügt . 2.2.2 2 0200er. 13,4 15,6 
3 || Nach 15 Tagen . . . 2 2 2 2 2 22. | 11,9 25,0 


Somit haben sich nach 15 Tagen in 80proz. Aceton 25,0 Proz. 
Harnstoff zersetzt. 

In einem anderen Versuche in 85proz. (volum.) Aceton, wo auf 
100 ccm Lösung 100 mg Ferment zugegeben worden waren, wurde 
nach 5 Tagen bei 15° ein Harnstoffzerfall von 23,1 Proz. erzielt: in 
der Kontrolle waren 14,34 mg Harnstoff enthalten, und im Versuche 
nach 5 Tagen 11,03 mg. 

Alle Versuche über die Ureasetätigkeit in Alkohol und Aceton 
weisen ohne Zweifel darauf hin, daß man diese Medien mit Erfolg 
benutzen kann. Besonders bedeutungsvoll erscheint Versuch 2, wo 
in 80Ograd. Alkohol der Harnstoff fast ganz zerfallen ist. Zwar ver- 
langsamt die Anwesenheit von Alkohol den Zersetzungsprozeß des 
Harnstoffs, allein der langsame Verlauf dieser fermentativen Reaktion 
hat den Vorteil, daß bei gegebenen Verhältnissen intermediäre Pro- 
dukte leichter ermittelt werden können. Mein Versuch, die Cyansäure 
als intermediäres Produkt festzustellen, hatte, wie das zu erwarten 
war, keinen Erfolg. Zur Ermittlung derselben bediente ich mich 
des Silbernitrats und besonders der neuen schönen Reaktion Werners!). 

Die Cyansäure hatten schon früher Armstrong und Horton gesucht; 
die bisher nicht gelungene Feststellung der Cyansäure bei der fermen- 
tatiren Umwandlung von Harnstoff, wie auch die Tatsache, daß die 
Cyansäure von der Urease nicht hydrolysiert wird, zwingen die ge- 


1) E. A. Werner, A delicate and trustworthy test for the recognition 
of cyanic acid. Trans. Chem. Soc. 128, 2577, 1923. 
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nannten Autoren zu dem Schluß, daß der Harnstoff unter dem Einfluß 
der Urease deshalb nicht in Cyanat umgewandelt wird, da der Hydro- 


lyseprozeß des Harnstoffs aus seiner Hydratform nach folgendem 
Schema verläuft: 


OH OH 
de + 2H,0 — dE + 2NH,. 
OH 

Der bisher vergeblich versuchte Nachweis der Cyansäure kann 
noch nicht abschließend angesehen werden; selbst unter den Verhält- 
nissen der Ureasewirksamkeit in Alkohol ist die mutmaßliche Ver- 
hinderung der Hydrolyse von HCNO nicht genügend groß. Die Wirk- 
samkeit der Urease in verschiedenen Solvenzien kann zur Feststellung 
intermediärer Produkte benutzt werden. 

Die langsame Wirkung der Urease in hohen Alkoholkonzentrationen 
kann dadurch hervorgerufen werden, daß im Sojapulver die Urease 
in zymogenem Zustande enthalten ist; in diesem Falle kann die vorher 
erfolgte Überführung in den aktiven Zustand die Wirksamkeit be- 
deutend verbessern; die Versuche 6 und 7 bestätigen diese Annahme. 


Versuch 6. Es wurden Portionen gewählt: 1. Kontrolle: 5 ccm 0,5 proz. 
Harnstoff in absolutem Alkohol, 1,0 ccm Wasser, 0,2 g Sojapulver. 2. Ver- 
such: 0,2g Sojapulver mit l cem Wasser standen während 5 Stunden, 


dann b ccm 0,5proz. Harnstoff in absolutem Alkohol zugefügt. Nach 
18 Stunden Einwirkung des Ferments: 


83 grad. Alkohol. 


| Harnstoff Harmnstoffzerfall 
Nr. 
| mg | Proz. 











1 | In der Portion ....... 23,0 0 
2 || Kontrolle .... 2.222... 18,4 19,9 
3 || Versuch... . 2 220000 11,2 51,5 





In der zweiten Portion zeigte sich die vorherige Aktivierung der 


Urease in bedeutendem Ansteigen des Zerfalls, 51,5 Proz. gegen 19,9 Proz. 
Kontrolle. l) 


Versuch 7. Es wurden Portionen gewählt: 1. Kontrolle: 5 ccm 0,5proz. 
Harnstoff in absolutem Alkohol, 0,5 ccm Wasser, 0,2 g Sojapulver. 2. Ver- 
such: 0,2g Sojapulver in 0,5ccm Wasser standen während 20 Stunden, 
dann wurden Beem (,5proz. Harnstoff in absolutem Alkohol zugefügt. 

Der übriggebliebene Harnstoff wurde als Dixanthylharnstoff bestimmt. 

In 5ccm waren 24,1 mg Harnstoff. 











Kontrolle Versuch (autolysiert) 
Ss Ä eg "er Harnstoff | en 
mg Proz 





Nach 12 Std.. 
„ 9 23 we 

Der Zerfall verlief in 90,9 grad. Alkohol. 
Biochemische Zeitschrift Band 150. 
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Der nach 12stündiger Einwirkung beobachtete schroffe Unter- 
schied zwischen der Kontroll- und Versuchsprobe vermindert sich 
nach 92 Stunden; wahrscheinlich entsteht eine allmähliche Aktivierung 
der Urease auch in der Kontrollportion. 


Schlüsse. 


Die Wirksamkeit der Urease aus Sojapulver verläuft sogar in 
95,2grad. Äthylalkohol, und bei 80grad. gelingt es, den Harnstoff- 
zerfall bis auf 94,4 Proz. zu bringen; 80- bis 85proz. Aceton erweist 
sich als Medium, in dem die Urease arbeitet. Eine gute fermentative 
Umwandlung des Harnstoffs bei hoher Konzentration solcher Lösungs- 
mittel, wie Alkohol, Aceton und andere kann zur Ermittlung inter- 
mediärer Produkte benutzt werden, weil die Urease in wässeriger 
Lösung so schnell einwirkt, daß nur die Feststellung der Endprodukte 
Ammoniak und Kohlendioxyd gelingt. Die langsame Entwicklung 
der Ureasewirksamkeit bei hohen Konzentrationen des Alkohols erklärt 
sich durch deren allmähliche Umwandlung aus dem zymogenen Zu- 
stande in den aktiven. 


Absorption des Harnstoffs durch Pilze. 


Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


[Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universität zu Petersburg 
(Leningrad).] 


(Eingegangen am 14. Mai 1924.) 


Der Harnstoff dringt leicht in die Pflanzenzelle ein; bekanntlich 
geht die durch eine Harnstofflösung hervorgerufene Plasmolyse der 
Zelle nach einigen Stunden infolge des Eindringens der Lösung durch 
das Plasma in die Deplasmolyse über. 

Weiland!), welcher Harnstoff bei vielen mykotrophen Pflanzen vor- 
fand, erklärte dessen Anwesenheit durch Eindringen aus dem Boden. 
Fosse?), der Spuren von Harnstoff im Boden nachweisen konnte, nahm an, 
daß dieser einigen Pilzen als Quelle für den Harnstoff dient. Zurzeit ist 
einwandfrei erwiesen, daß diejenigen Pilze, die den Harnstoff anhäufen 
können, ihn in den lebenden Zellen bilden ?). 

In meinen Arbeiten ist es mir gelungen, zwei Typen der Bildung 
und Umwandlung des Harnstoffs in Pilzen festzustellen. Den ersten 
Fall stellen die Staubpilze (Lycoperdone) dar: hier steigt die Harn- 
stoffmenge mit der Entwicklung des Fruchtkörpers und erreicht das 
Maximum zur Zeit der Sporenbildung; nach der völligen Sporenreife 
sinkt die Menge des Harnstoffs wieder bis auf Null herab. 

Andere Resultate wurden bei der Untersuchung der Harnstoff- 
umwandlung bei Champignons?) erzielt: bei diesen wuchs die Harn- 
stoffmenge während der ganzen Lebenszeit des Fruchtkörpers und 
erreichte 13,19 Proz. des Trockengewichts. Dabei wurde beobachtet, 
daß 68,7 Proz. Stickstoff des wässerigen Pilzauszuges auf Harnstoff- 
stickstoff und fast die Hälfte des Stickstoffs (47,4 Proz.) des ganzen 
Pilzes auf Harnstoff kamen. Der Fruchtkörper des Pilzes starb an 
Harnstoff bereichert ab; die Anhäufung des Harnstoffs in allen Fällen 


1) Weiland, Jahrb. f. wiss. Bot. 51, 1, 1912. 

2) Fosse, C. r. 1912/1913; Ann. de l’Inst. de Pasteur 80, 1, 1916. 

3) N. Iwanoff, Journ. de la Soc. bot. de Russie 2, 129, 1917; diese Zeit- 
schrift 185, 1; 186, 1, 9, 1923. . 

t) Derselbe, l. c. 


Ch 
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konnte nur dann stattfinden, wenn keine Urease vorhanden war. Tat- 
sächlich wurde durch direkte Versuche mit Champignons die Ab- 
wesenheit von Urease bewiesen!,. Trotzdem muß aber zugegeben 
werden, daß die Urease in den Pilzsporen in gewissen Lebensperioden 
ihre Tätigkeit entfalten muß, da ja sonst der Harnstoff hier ebenso 
ein Zerfallsprodukt wäre wie bei Tieren. 

Die Widerstandskraft der Champignons gegenüber hohen Kon- 
zentrationen von Harnstoff gab Anlaß zu der Annahme, daß diese 
Pilze Harnstoff aus zugegebener Lösung schöpfen werden. Einige 
weiter folgende Versuche zeigen uns, daß diese Erscheinung stattfindet. 


Die Methodik der weiter beschriebenen Versuche war äußerst einfach. 
Die Stiele der Fruchtkörper von Champignons wurden auf einen Zeitraum 
von 1 bis 4 Tagen in eine Harnstofflösung gebracht; zur Analyse wurden 
nur die Hüte gewählt. Vorher wurde aus dem Hute ein Viertel ausgeschnitten 
und zur Kontrolle verwendet. In einer anderen Reihe von Versuchen wurde 
anstatt Harnstoff Thioharnstoff in die Hüte eingeführt und die Absorption 
desselben im Vergleich zu Harnstoff untersucht. Endlich wurden in 
einigen Versuchen die Fruchtkörper von Pilzen gewählt, welche aktive 
Urease enthalten, und die Absorption des Harnstoffs und Thioharnstoffs 
durch dieselben verfolgt. 

Der Harnstoff wurde durch Fällen mit Xanthydrol nach Fosse bestimmt. 
Der erste Versuch war von kurzer Dauer, nur 20 Stunden, aber nicht nur 
hier, sondern selbst bei vier- bis fünftägigen Versuchen blieben die Pilze 
völlig gesund. 


Versuch 1. Zwei gleiche Fruchtkörper von einem Champignon wurden 
mit dem Stiel in 1. 50 ccm Wasser, 2. 50 ccm 0,5proz. Harnstoff gebracht. 
Nach 20 Stunden wurde von jedem Hute ungefähr je ein Viertel abgeschnitten; 
das Material wurde zerkleinert, bei 32°C getrocknet, gepulvert und bis zu 
konstantem Gewicht bei 110° getrocknet. Das Pulver wurde nun auf dem 
Wasserbade mit Wasser extrahiert, in einer einzelnen Probe wurde die 
Harnstoffmenge bestimmt und dann auf die ganze Portion umgerechnet. 

















5 L Trockengewicht | Harnstoffmenge 
Lösung ` | en Zn 
e EE SEES SS fe 
l. Wässerige . . . .| 08985 | 11,77 1,68 
2. Harnstoff . . . .|| 0728 || 29,42 4,04 


Die Harnstoffmenge war um 240 Proz. im Vergleich zur normalen 
gestiegen. Der folgende Versuch dauerte 4 Tage. 


Versuch 2. Aus dem Hute eines großen Champignons wurde ein Viertel 
(1.) ausgeschnitten, der übrige Teil wurde mit dem Stiel in 50 ccm 2proz. 
Harnstofflösung gebracht. Nach 2 Tagen wurde noch eine Probe von einem 
Viertel des Hutes entnommen und anstatt in Harnstoff in Wasser gesetzt; 
nach Verlauf eines Tages wurde noch eine weitere Probe von einem Viertel 


1) P. Costy, Ur6ase et urée chez les champignons supérieurs. Paris 1923. 
Bei der Annahme, daß Psalliota campestris Urease, wenn auch schwach 
aktiv, enthält. 
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des Hutes (3.) und nach Verlauf wiederum eines Tages das letzte Viertel (4.) 
genommen. Die getrockneten Proben wurden zur Harnstoffbestimmung 
verwendet. 


Trockengewicht i Harnstoff 
R d mg | Proz. 














1. Kontrolle 


Dé | 3,0 
2. Nach 2 Tagen . . 10,3 
d ew 3 , l d 14,2 
d „ 4 „ u 14,9 





In diesem Versuche wurde eine große gen des Harnstoffs 
von 3 bis 14,9 Proz. auf das Trockengewicht beobachtet. 

Außerdem war es wichtig zu ermitteln, ob der absorbierte Harn- 
stoff sich gleichmäßig im Hute verteilt, oder ob derselbe sich nicht 
in großen Mengen in der Hymenschicht, in der sich die Sporen bilden, 
ansammelt. 


Versuch 3. Aus einem großen Champignon wurde ein Viertel des 
Hutes (Kontrolle) ausgeschnitten und der Pilz mit dem Stiele auf 2 Tage 
in 50 cem lproz. Harnstoff gesetzt, danach wurde auf einen Tag der 
Harnstoff durch Wasser ersetzt; nach Beendigung des Versuchs wurden 
nur die übrigen drei Viertel des Hutes gewählt, der Stiel wurde verworfen. 
In der Versuchsportion wurde das Hymenium Bee von dem übrigen 
Anteil auf Harnstoff untersucht. 








e nn 

















| Trockengewicht | Harnstoff 
en a ee ne eh | mg | ` Proz. 
| l | 
1. Kontrolle © Ce. | ug ! 12000035 
2. Versuch: | | | 
a) Hymenium ....... | 1,5889 212,76 | 13,4 
b) Teil des Hutes ohne | 
Hymenium ....... 2,2504 | 128,84 5,7 
Summe im Versuch, Portion . . | 3,8393 | 341,6 | 8,9 





Der Harnstoffgehalt war im Hute von 3,5 bis 8,9 Proz. gestiegen, 
aber die Harnstoffmenge war nicht gleichmäßig verteilt; im Hymenium 
fanden sich 13,4 Proz., im übrigen Teil des Hutes nur 5,7 Proz. 

Am Anfang schien es, als ob der Harnstoff durch den Stiel des 
Pilzes mechanisch infolge der Kapillarität aufgesogen wird; jedoch 
die Anhäufung bis zu 14,9 Proz. auf Trockengewicht und hauptsächlich 
seine Massenablagerung in dem Hymenium des Fruchtkörpers, wo 
sich die Sporen bilden, führt zu dem Schluß, daß derselbe eine wichtige 
Rolle in den physiologischen Prozessen der Sporenbildung spielt. In 
allen beschriebenen Versuchen wurde keine Ausnutzung des absorbierten 
Harnstoffs beobachtet ; es fand sich in den Pilzen auch kein Ammoniak, 
das sich beim Zerfall des Harnstoffs bilden könnte. Die Absorption 
des Harnstoffs fand in diesen Versuchen während derjenigen Lebens- 
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periode des Fruchtkörpers statt, als in demselben autolytische Prozesse 
sich abspielten, in deren Verlauf sich der Harnstoff aus stickstoffhaltigen 
Stoffen des Pilzes formiert hat, wie es mir früher zu zeigen gelungen 
ist (l.c.). Eine Ausnutzung des Harnstoffs durch den Pilz wurde in 
diesen Versuchen nicht beobachtet, aber dieses bedeutet noch nicht, 
daß derselbe überhaupt nicht assimiliert wird; in gewissen Momenten 
muß in den Sporen die Urease zur Ausnutzung des Harnstoffs als 
Nahrungsmittel in Bewegung gebracht werden. 

Die Absorption des Harnstoffs, der von den Pilzen utilisiert werden 
kann, stellte die Frage nach der Möglichkeit des Aufsaugens anderer, 
dem Harnstoff verwandter Stoffe auf, die aber nicht als Nahrungs- 
mittel benutzt werden können. Zu diesem Zwecke stellte ich mehrere 
Versuche mit Thioharnstoff an, der quantitativ durch das Fossesche 
Reagens gefällt wird als Dixanthylthioharnstoff. 


08-80: L 80-55 H'>CHOH 


= = 0<$H H'>CH.NH-CS-NH. on O +2H,0. 

In den Fällen, wo im Extrakt gleichzeitig Harn- und Thioharnstoff 
enthalten waren, verfuhr ich folgendermaßen: ich bestimmte in einer 
einzelnen Probe durch Fällen mit Xanthydrol gleichzeitig Harn- und 
Thioharnstoff, eine andere Probe versetzte ich mit Soja-urease; nach 
l bis 2 Tagen war der ganze Harnstoff gespalten, während der Thio- 
harnstoff unverändert blieb, da die Urease auf denselben nicht ein- 
wirkt. In dieser Probe wurde der Thioharnstoff nach Zersetzung des 
Harnstoffs durch Fällen mit Xanthydrol bestimmt. Somit ist es mir 
gelungen, in Lösungen Harnstoff sowie auch Thioharnstoff quantitativ 
zu bestimmen. 

Versuch 4. Ein großer Champignon wurde mit dem Teile seines Mycels, 
der an den Stiel grenzte, in 50 ccm 2proz. Thioharnstoff gesetzt; vorher 
war aus dem Hute eine Probe (ein Viertel) entnommen. Nach 2 Tagen 


war der Versuch beendet, die Kontrolle wie auch die Versuchsprobe wurden 
gepulvert und der Harnstoff bestimmt. 





7 7 
Trockengewicht Harnstoff 


E R. I rn 
| 


L Kontrolle .. . LI 0,8695 35,82 4,1 
2. Thioharnstoff . . 3.1126 | 220,16?) 7,1 


Nach der Extrahierung des Pilzmaterials mit Wasser wurde erhalten: 
in 1. 70 ccm, in 2. 160 eem: es wurden je 30 ccm von jeder Portion ge- 























1) Zu diesen 220,16 mg gehörte nicht nur der Harn-, sondern auch der 
Thioharnstoff, wie aus der Analyse zu ersehen ist. 
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nommen, je 30 mg Sojapulver hinzugefügt, mit einem Tropfen Toluol 
versetzt und auf einen Tag stehengelassen; im Filtrat wurde Harn- oder 
Thioharnstoff bestimmt: 


l. Spuren. 


2. 17,43 mg, im ganzen in 160 ccm Filtrat 93,0 mg Thioharnstoff, da 
nach Einwirkung von Urease nur Thioharnstoff zurückgeblieben ist. Im 
Versuche waren 93,0 mg Thioharnstoff absorbiert, d.h. 3 Proz. auf Trocken- 
gewicht der Versuchsportion. Danach setzte ich den Pilzen in Lösung ein 
Gemisch von Harn- und Thioharnstoff zu. 


Versuch 5. Zwei gleiche Champignons von mittlerer Größe wurden auf 
3 Tage mit den Stielen versenkt in 1. 40 ccm Wasser mit 0,1 g Harn- + 0,1 g 
Thioharnstoff; 2. 40 ccm Wasser mit 0,2 g Thioharnstoff. Nach 3 Tagen 
wurden die Portionen getrocknet und auf gewöhnliche Art im Filtrat 
Harnstoff bestimmt. 





l 
Trockengewicht Harnstoff 
g , | mg Proz. 











2. Thioharnstoff 


Da in den wässerigen Filtraten dieser Portionen auch Thioharnstoff 
zugegen sein konnte, so wurden Proben zu 30 ccm Filtrat genommen und 
während 2 Tagen in Gegenwart von Toluol mit Sojapulver stehöngelassen 
und dann der Thioharnstoff, der durch die Urease nicht zersetzt wird, 
bestimmt: 


| Thioharnstoff 





Hieraus folgt, daß der Thioharnstoff vom Pilze nur dann absorbiert 
wird, wenn er in reinem Zustande zugesetzt wird; aus einer Mischung 
mit Harnstoff jedoch wird er nicht aufgesogen. 


Im Versuche 6 wurden zum Vergleich Lösungen einerseits von 
Harnstoff, andererseits von einem Gemisch aus Harnstoff mit Thio- 
harnstoff gewählt. 


Versuch 6. Aus zwei gleichen Champignons von mittlerer Größe 
wurde zur Kontrolle je ein Viertel des Hutes ausgeschnitten und dann 
auf 2 Tage mit dem Stiele in 50 ccm wässeriger Lösung gesetzt, welche 
enthielt: 1. 0,3g Harnstoff, 2. 0,15g Harn- + 0,18g Thioharnstoff. 
Nach dem Trocknen wurde in den Portionen auf gewöhnliche Weise 
Harnstoff bestimmt. 


In den Kontrollportionen (ein Viertel des Hutes) fand sich Harnstoff: 
l. 2,75 Proz. auf Trockengewicht, 2. 2,90 Proz. auf Trockengewicht. 


In den Versuchsportionen (drei Viertel des Hutes): 
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er 
" Trockengewicht | Harnstoff | Versuche war Absorbierter 
Harnstoff 


| i i Harnstoff 
u | o o e | m mm ` 


DEE Ke Ee | 
L Harnstoff . 222... 1,4908 | 1197 un | 78,7 
2. Harn- und Thioharnstoff , 1,5686 | 16 | 45,5 | 


Die Menge des absorbierten Harnstoffs in der zweiten Portion war um 
zwei Drittel verringert. In einer einzelnen Probe wurde der Versuch ge- 
macht, in der zweiten Portion Thioharnstoff zu bestimmen, allein dieser 
konnte dort nicht nachgewiesen werden. 

Alle Versuche mit Thioharnstoff bezeugen, daß derselbe von den 
Champignons aus wässeriger Lösung absorbiert wird, wenn er in reinem 
Zustande (Versuch 4) zugesetzt wird; er häuft sich bis zu 3 Proz. auf 
das Trockengewicht an. Wurde indessen der Thioharnstoff im Gemisch 
mit Harnstoff verabreicht, so trat nur Absorption und Anhäufung des 
letzteren ein, da der Thioharnstoff nur in Spuren konstatiert worden 
war. Hier ist nochmals hervorzuheben, daß die Absorption des Harn- 
wie auch des Thioharnstoffs keinen rein mechanischen Prozeß, sondern 
einen Akt der Lebenstätigkeit der Pilzzellen darstellt. Die Absorption 
des Harnstoffs aus einem Gemisch von Harn- und Thioharnstoff 
bezeugt, daß hier bestimmte physikalisch-chemische Verhältnisse zur 
Absorption des Harnstoffs allein vorhanden sind. Die weiteren Ver- 
suche müssen zeigen, worin diese Verhältnisse bestehen. Zum Vergleich 
wurden noch zwei Versuche mit Pilzen, die im Gegensatz zu Cham- 
pignons aktive Urease enthielten, ausgeführt. Es wurden aus dem 
Treibhause daselbst wachsende Bolbitius vitellinus genommen. 





Versuch 7. Nicht große Fruchtkörper von Bolbitius vitellinus; es 
wurden zwei Portionen zu fünf Exemplaren gewählt. Erste Portion wurde 
in 15ccm Wasser gesetzt, 2. in 15 ccm 0,5proz. Harnstoff. Nach zwei 
Tagen wurden die Hüte der Pilze genommen, auf Glas bei 28° getrocknet, 
zu Pulver verrieben und bei 90° getrocknet. Die Pulver der einzelnen 
Portionen wurden mit heißem Wasser auf siedendem Wasserbade extrahiert; 
ım Filtrat wurden Stickstoff und Harnstoff bestimmt, ım unlöslichen 
Anteile der Gesamtstickstoff. 




















Gesamt«N 
‚ Trockengewicht : - r Summe 
. im Filtrat im Rest 
l g | mg | mg Proz. 
ar rn re ._ Se" Kee T E dE Kess Wee 
1. Kontrolle. 22... | 0,2997 8,25 | 18200: 535 
2. Versuch . ..... li 0,3807 ` 16,8 | 6,13 , 6,2 


Die Menge des Gesamtstickstoffs war von 5,35 bis auf 6,02 gestiegen. 
In den Versuchsportionen wurde alkalische Reaktion auf Lackmus beob- 
achtet. Harnstoff war nur in Spuren vorhanden. 

In einem einzelnen Versuche wurden die Bolbitius auf Ureasegehalt 
untersucht; zu dem Zwecke wurde zu cem (etwa) 0,öproz. Harnstoff 
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ein zerriebener Pilzhut (50 cem Trockensubstanz) hinzugefügt und nach 
zweitägigem Stehen mit Toluol auf den. Gehalt an zurückgebliebenem 
Harnstoff untersucht. 

In 5 ccm Harnstoff waren 213,9 mg; in 5 ccm nach dreitägigem Stehen 
mit dem Pilze blieben noch 76,3 mg, d.h. 64,2 Proz. Harnstoff waren 
unter der Ureaseeinwirkung des Bolbitius zerfallen. 


Es ist zu bemerken, daß der Harnstoff in das Pilzgewebe eindrang, 
dort aber zerfiel, nach der alkalischen Reaktion und dem geringen 
Steigen der Gesamtmenge N in den Hüten (von 5,35 bis auf 6,02 Proz.), 
berechnet auf Trockengewicht, zu urteilen. Bei länger dauernden 
Versuchen starben die Bolbitius, an Ammoniak bereichert, ab. Da 
der Harnstoff in das Pilzgewebe eindrang und sich nicht anhäufte, 
sondern zersetzte, so kann man annehmen, daß der Thioharnstoff 
nicht nur absorbiert werden, sondern sich auch anhäufen wird. 

Versuch 8. Zwei Portionen Fruchtkörper Bolbitius zu fünf Exemplaren 
wurden auf 2 Tage mit den Stielen versenkt: 1. in 100 ccm Wasser mit 
0,2 g Thioharnstoff und 0,2 g Harnstoff; 2. in 100 ccm Wasser mit 0,4 g 
Thioharnstoff. 

Zum Versuche wurden nur die Hüte genommen, die bei 30° und bei 


110° getrocknet wurden. Die Pulver wurden mit heißem Wasser extrahiert, 
und in einzelnen Portionen wurde Thioharnstoff bestimmt. 





ee E H 


0,3567 0,4703 








Trockengewicht in g. . | 
Thioharnstoff in mg. 4,89 9,78 
29 LEI Proz. . db 2,08 


In den Portionen war es nicht gelungen, Harnstoff zu ermitteln, 
d. h. in einzelnen Portionen der Filtrate wurde nach Zugabe von Soja- 
pulver keine Ammoniakbildung beobachtet. Thioharnstoff häufte 
sich dann an, wenn er in reinem Zustande (zweite Portion) verabreicht 
wurde, in größerer Menge, als wenn er mit Harnstoff vermischt war; 
in letzterem Falle wurde nur Thioharnstoff absorbiert und angehäuft, 
d. h. es waren Verhältnisse entstanden, die denjenigen in den Versuchen 
mit Champignons beobachteten entgegengesetzt waren. 

Die beschriebene Methode der Absorption und Anhäufung von 
Harnstoff kann man zur Feststellung der Gegenwart und Abwesenheit 
der Urease in Pilzen benutzen. In früheren Versuchen!) wurde die 
Urease in getöteten, zerriebenen Pilzen untersucht; die unbedeutende 
Verminderung des Harnstoffs wurde in solchen Fällen der schwachen 
Einwirkung der Urease zugeschrieben; solche Versuche mit Cham- 
pignons und Hefe wurden von A. Kiesel?) ausgeführt. Aber der beob- 


1) Goris et Costy, C. r. 175, 175 und 998, 1922; N. Iwanoff, l. e 
2) A. Kiesel, Die Umwandlung des Arginins in Pflanzen (russisch). 
Moskau 1916. 
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achtete etwaige Zerfall des Harnstoffs kann in solchen Fällen durch 
Einwirkung des sauren Mediums des zerriebenen Gewebes erklärt 
werden. Allein die Einführung von Harnstoff in lebendiges Pilzgewebe 
in meinen Versuchen, sowie die weitere Beobachtung über dessen 
Schicksal kann einen viel größeren Beitrag zur Lösung der Frage nach 
der An- oder Abwesenheit der Urease im gegebenen Organ liefern, 
wie es aus den oben beschriebenen Versuchen zu ersehen ist. Die Methode 
der Einführung von Harnstoff in die lebende Zelle des Pilzes kann 
erweitert werden; zum Versuche können verschiedene Substanzen, 
wie Aminosäuren, Glucosamine, Salpeter und andere genommen werden; 
alle diese Substanzen können in das Pilzgewebe im Augenblick der 
Sporenbildung im Pilze eingeführt werden, wo der ganze Körper des 
Pilzes einer Autolyse unterworfen wird. Die Fruchtkörper der Pilze, 
getrennt vom Mycel, erweisen sich als ein sehr wertvolles Objekt zur 
Untersuchung der Umwandlung einer ganzen Reihe von Nährstoffen. 


Schlüsse. 


L Die Champignons absorbieren Harnstoff aus Lösungen und 
häufen denselben bis zu 14,9 Proz. auf Trockengewicht im Hute des 
Fruchtkörpers an. 

2. Diese Anhäufung ist besonders bemerkbar in dem Hymenium 
des Fruchtkörpers, wo die Sporen gebildet werden. 

3. Der Thioharnstoff wird vom Fruchtkörper ebenso absorbiert, 
aber nur bei Verabreichung in reinem Zustande; wenn aber ein Gemisch 
von Thioharnstoff und Harnstoff zugesetzt wird, so wird nur letzterer 
absorbiert. 

4. Die Bolbitius vitellinus, die Urease enthalten, häufen keinen 
Harnstoff an, weil derselbe schnell von der Urease zersetzt wird; diese 
Pilze häufen jedoch Thioharnstoff, der von der Urease nicht zersetzt 
wird, an. 


Über das Verhalten des Blutzuckers beim Kaninchen unter 
verschiedenen Bedingungen und über seine Verteilung im Blut. 


Von 
Naruto Mochizuki (Nagasaki). 
(Aus der chemischen Abteilung desRudolf Virchow-Krankenhauses zu Berlin.) 
(Eingegangen am 16. Mai 1924.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Wenn man einem Kaninchen den Pankreasgang unterbindet, 
so übersteht es den Eingriff, ohne besondere Störungen in der Ver- 
dauung und in der Freßlust zu zeigen, und macht anfänglich einen ganz 
normalen Eindruck. Die meisten Tiere nehmen, wenn sie gut gepflegt 
werden, an Körpergewicht zu, manche dagegen zeigen nach einigen 
Wochen guten Befindens ein verändertes Aussehen, fressen schlecht, 
magern ab, und wenn man dann ihren Urin untersucht, findet man 
Zucker mitunter in nicht unbeträchtlicher Menge. In solchen Fällen 
zeigt das Pankreas deutliche Atrophie, und bei der mikroskopischen 
Untersuchung findet man neben einem fast vollständigen Schwund 
des Parenchyms eine mehr oder weniger starke Atrophie der Langer- 
hansschen Inseln. Bei diesem oft wechselnden Effekt war es von Inter- 
esse, das Verhalten des Blutzuckers nach Gangunterbindung über einen 
möglichst ausgedehnten Zeitraum zu beobachten. 

Über diese Frage ist bereits so viel bekannt, daß unmittelbar 
nach der Unterbindung des Pankreasganges der Blutzucker ansteigt, 
sich einige Tage auf der einmal erreichten Höhe hält und dann wieder 
fast zur Norm zurückkehrt. Derartige Untersuchungen hat vor längerer 
Zeit Wohlgemuth!) ausgeführt. Er erklärt diesen plötzlichen Anstieg 
des Blutzuckers so, daß infolge der Unterbindung des Pankreasganges 
das Pankreassekret nicht nach außen abfließen kann, sich in der Drüse 
staut und schließlich ins Blut übergeht. Damit kommen ungeheure 


1) J. Wohlgemuth, Berl. klin. Wochenschr. 1913, Nr. 8. 
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Mengen an diastatischem Ferment in den Blutkreislauf. Meist kann 
man schon nach 5 bis 6 Stunden einen Anstieg der Diastase im Blute 
“ beobachten, sie nimmt von Stunde zu Stunde zu und erreicht mit- 
unter schon nach 24 Stunden, für gewöhnlich nach 48 Stunden, ihren 
Höhepunkt. Die Werte der Blutdiastase übertreffen dann die Norm 
um das 20- bis 30fache, ja manchmal sogar um das 60fache. Es ist 
klar, daß eine Überschwemmung des Blutes und der Gewebe mit so 
gewaltigen Mengen an diastatischem Ferment nicht ohne Einfluß auf 
den Kohlehydratbestand der Organe, insbesondere der Leber, bleiben 
kann, und es hat sich dementsprechend auch gezeigt, daß unter diesem 
Impuls die Leber fast vollkommen ihr Glykogen ausschüttet. Parallel 
mit dem Abbau des Glykogens in der Leber steigt der Blutzucker an, 
erreicht am zweiten bzw. dritten Tage seinen Höhepunkt, bleibt einige 
Tage ungefähr auf dieser Höhe und kehrt dann allmählich wieder zur 
Norm zurück. Es ergibt sich dabei ein völliger Parallelismus zwischen 
dem Anstieg der Diastase im Blute und der Zunahme des Blutzuckers. 

Über das weitere Verhalten des Blutzuckers bei solchen Tieren, 
bei denen die äußere Sekretion des Pankreas völlig sistiert, ist nichts 
bekannt, und ich bin deshalb gern der Aufforderung von Herrn Prof. 
Wohlgemuth gefolgt, diese Vorgänge weiter zu studieren und zu unter- 
suchen, wie verschiedene die Glykämie bzw. Glykosurie beeinflussende 
Gifte bei Kaninchen ohne äußere Sekretion des Pankreas wirken. 

Die Versuchsanordnung war in der Hauptsache so, daß zunächst 
am normalen Tiere der Blutzucker ermittelt wurde, dann der Einfluß 
einer Traubenzuckerfütterung auf die Blutzuckerkurve und endlich 
das Verhalten des Blutzuckers unter dem Einfluß von Adrenalin, 
Pilocarpin und Phlorhizin studiert wurde. Manche dieser Versuche 
wurden, um einwandfreie Resultate zu haben, öfters wiederholt. Sodann 
wurde die Unterbindung des Pankreasganges in Äthernarkose vor- 
genommen und, nachdem das Tier sich von dem Eingriff erholt hatte, 
was meist bereits am nächsten Tage der Fall war, sämtliche Versuche 
in bestimmten Zeitintervallen wiederholt. Gleichzeitig wurde die Ver- 
teilung des Blutzuckers in Plasma und Blutkörperchen vor und nach 
der Unterbindung kontrolliert. Auf diese Weise wurden im ganzen 
vier Tiere untersucht, von denen allerdings das eine während des Ver- 
suches infolge Infektion einer Bißwunde zugrunde ging, während die 
anderen drei noch nach Abschluß der Versuche einen ganz frischen 
Eindruck machten. Da die Resultate bei allen Tieren gut überein- 
stimmten, begnüge ich mich damit, jedesmal nur zwei Versuche aus- 
führlich wiederzugeben. Die Blutzuckerbestimmung wurde mit der 
Mikromethode von Bang ausgeführt; alle in den folgenden Proto- 
kollen mitgeteilten Werte sind Mittelzahlen von mindestens zwei, sehr 
oft auch von drei Analysen. Ich berichte zunächst 
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1. Über das Verhalten des Blutzuckers vor und nach der Unterbindung. 
Versuch 1. 
Kaninchen A, 2600 g, männlich. 


Blutzucker vor der Unterbindung: 0,088, 0,089, 0,087, 0,088 Proz. 
Blutzucker nach der Unterbindung am: 


2.Tag . . . . 0,103 Proz. 20. Tag . . . . 0,123 Proz. 

C a EEE OLH p 35. » >... . 0,124 „ 

7 e 2 3 e GD 55. „o è .. . 0,126 , 

EO 35: 6: ew LO y 58. „o wv ec 0,13l , 

F 35 a a a LE 5 65. 5p a =. e QIZI p 
Versuch 2. 


Kaninchen B, 2800 g, männlich. 


Blutzucker vor der Unterbindung: 0,086, 0,085, 0,083, 0,089 Proz. 
Blutzucker nach der Unterbindung am: 


2. Tag . . . . 0,106 Proz. 15. Tag . . . . 0,119 Proz. 
4. »  ...6.60105 „ 2l. „ .. . . 0,128 5; 
6. » è... . Oll „ 30. „ .. . . 0,128 ,, 
10. „o... OI , 33. ay a w ee 0,130: -y 
KL SECH 0,118 „, 40. „o è .. 0.0.0139 „ 


In beiden Fällen sehen wir den Blutzucker bald nach der Unter- 
bindung beträchtlich ansteigen. Die Werte übertreffen die von Wohl- 
gemuth an Hunden ermittelten ganz erheblich, und während sie dort 
sich bald dem Ausgangswert nähern, halten sie sich bei unseren Tieren 
in der beträchtlichen Höhe und steigen schließlich nach mehreren 
Wochen noch weiter an. So erreicht bei Kaninchen A der Blutzucker 
nach 58 Tagen den Wert von 0,131 Proz., bei Kaninchen B nach 33 Tagen 
sogar den Wert von 0,139 Proz. 

Es fragt sich nun, wie soll man diesen noch so lange nach der 
Operation ständig wachsenden Blutzuckerwert erklären. Die anfängliche 
Steigerung in den ersten Tagen nach der Unterbindung begegnet nach 
dem oben Gesagten keinen Schwierigkeiten. Hier hat die Steigerung 
ihren Grund darin, daß infolge der Überschwemmung der Gewebe 
mit großen Mengen an diastatischem Ferment insbesondere die Leber 
alles Glykogen ausschüttet und auf diese Weise große Mengen Zucker 
ins Blut gelangen. Aber nach etwa 10 Tagen ist die Diastase wieder 
aus dem Blute bis auf die normalen Mengen verschwunden, und trotzdem 
bleibt die Hyperglykämie bestehen. Das kann nun zweierlei Ursachen 
haben. Entweder hat unter dem Einfluß der Pankreasgangunterbindung 
der Organismus die Fähigkeit zum Teil eingebüßt, Glykogen zu bilden, 
oder wir haben in der Hyperglykämie den Ausdruck eines gesteigerten 
Sympathicotonus. Im ersteren Falle müßten wir eine Hypofunktion 
des Pankreas, im anderen Falle eine Hyperfunktion der Nebenniere 
annehmen. Wenn die erste Annahme zutreffen würde, so wäre damit 
eine Abhängigkeit der inneren Sekretion des Pankreas von der äußeren 
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Sekretion bewiesen. Für das Bestehen eines solchen Zusammenhanges 
hat man bisher noch keine Anhaltspunkte, ja es wird sogar einer solchen 
Annahme von Forschern, wie Naunyn, entschieden widersprochen. 
Neuerdings hat nun H. Baer!) versucht, diese Frage durch Ferment- 
untersuchung im Duodenalsaft und gleichzeitiger Blutzuckerbestimmung 
zu entscheiden. Ob man auf diese Weise zu bindenden Schlüssen kommen 
kann, entzieht sich bei dem bisher vorliegenden Tatsachenmaterial 
noch der Beurteilung. Unsere Beobachtungen könnte man jedenfalls 
für einen solchen Zusammenhang verwerten. — Aber andererseits ist 
der Gedanke, daß dieser Hyperglykämie ein gesteigerter Sympathico- 
tonus zugrunde liegt, auch nicht von der Hand zu weisen, ja wir könnten 
ihn sogar als eine Folgeerscheinung der geschädigten inneren Sekretion 
des Pankreas auffassen. Denn wir wissen doch, daß Pankreas und 
Nebenniere sich im Kohlehydratstoffwechsel das Gleichgewicht halten, 
und daß beim Ausfall der einen Funktion die des anderen das Stoff- 
wechselbild beherrscht. Daß die Nebennieren hierbei mitbeteiligt 
sind, dafür spricht auch das Verhalten des respiratorischen Quotienten 
nach Gangunterbindung. Wohlgemuth hat in seiner bereits zitierten 
Arbeit mitgeteilt, daß nach Gangunterbindung, selbst wenn der Blut- 
zucker sehr hohe Werte erreicht, eine Steigerung des respiratorischen 
Quotienten bei seinen Hunden nicht zu beobachten war. Andererseits 
haben Bornstein und Vogel?) neuerdings direkt nach Injektion von 
Adrenalin den respiratorischen Quotienten studiert und niemals eine 
Steigerung desselben beobachtet. Wir haben also sowohl nach Gang- 
unterbindung, wie nach Adrenalininjektion eine Steigerung des Blut- 
zuckers, die in beiden Fällen keine Erhöhung des respiratorischen 
Quotienten bedingt, und könnten hieraus auf eine Identität der beiden 
Erscheinungen schließen. 


2. Verhalten des Blutzuckers unter dem Einfluß von Traubenzuckerfütterung. 

Es war nun von Interesse, zu untersuchen, wie der Blutzucker 
solcher Tiere mit unterbundenem Pankreasgang sich bei Traubenzucker- 
fütterung verhält, ob sich da Unterschiede gegenüber dem normalen 
Tiere feststellen lassen. Diese müßten sich auswirken einmal in der 
Höhe des Blutzuckers und dann in der Zeit, die für die Elimination 
des in das Blut übergetretenen Zuckers erforderlich ist. Damit war 
gleichzeitig ein Maßstab gegeben für die Beurteilung der Funktions- 
tüchtigkeit des Pankreas. Schon Wohlgemuth hatte gezeigt, daß bei 
solchen Tieren die Toleranz für Traubenzucker wesentlich herabgesetzt 
ist. Allerdings waren seine Versuche unmittelbar nach der Unter- 
bindung angestellt, also noch zu einer Zeit, wo abnorm große Diastase- 


1) H. Baer, Klin. Wochenschr. 1923, Nr. 31, S. 1459. 
2) Bornstein und Vogel, diese Zeitschr. 122, 231, 1921. 
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mengen im Blute kreisten; sie besagten demnach nichts über die innere 
Sekretion des Pankreas. 
Ich teile in folgendem wieder nur zwei Versuche mit. 


Versuch 3. 


Kaninchen A. Blutzucker nüchtern 0,089 Proz. Das normale Tier 
erhält mittels Schlundsonde per os 10,0 g Traubenzucker, gelöst in 20 cem 
Wasser. Blutzucker nach: 


Stunde ..... 0,134 Proz. 2 Stunden `, . . . 0,129 Proz. 
Lë a le e UHE a 21%, 3 . . . . 0,0923 ,, 
YỌ An . . . . . 0,200 ,, 3 o . . . . 0,0698 ,, 
l a Ra 0,169 ,, 31%, ge EE . 0,074 , 
I% a dere, e 0,142 


Einige Tage später Unterbindung des Pankreasganges. Am 9. Tage 
nach der Unterbindung wiederum Traubenzuckerfütterung wie oben. 
Blutzucker nüchtern 0,111, 0,114 Proz. Nach der Fütterung Blutzucker nach: 


4 Stunde ..... 0,154 Proz. 2 Stunden . . . . 0,1545 Proz. 
Lé ge .. . > . 0,189 „ 21, ge .. . , 0,1195 „ 
Yon 2.22.0224 „ 3 4 2.0114 ,, 
l E e ge 50223 -y 31%, Go .. . . 0,1135 „ 
11 E H A EE ` 


Am 58. Tage abermals Verabfolgung von 10g Traubenzucker per os. 
Blutzucker nüchtern 0,119 Proz., alsdann Fütterung. Blutzucker nach: 


14 Stunde . .... 0,1545 Proz. 2 Stunden . . . . 0,253 Proz. 
Lé y Bor re OR 5 24% Ge . . . . 0,205 „ 
B 59 ©. e e e 0,2585 ,, 3 en or 1 S k x T 
l e 20002. 0,2885 „, 31% = .. e .60,136 „, 
la y ër rr DT: ` 4 = ve er e WO 2; 


Der besseren Übersicht wegen gebe ich das Resultat dieser drei 
Fütterungen in Kurvenform wieder. 












Fütterung mit Traubenzucker 
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San A RENTE 
012 Een 
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Abb. 1. Kaninchen A. 
Vor der Unterbindung. ----- 9. Tag nach der Unterbindung. 
SE 58. Tag nach der Unterbindung. 
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Versuch 4. 
Kaninchen B. Fütterungsversuch am normalen Tier vor der Unter- 
bindung. Blutzucker nüchtern 0,085 Proz. Verfütterung von 10 g Glucose, 
gelöst in 20 ccm Wasser. Blutzucker nach: 


Lo Stunde . < . . s 0,132 Proz. 2 Stunden . . . . 0,118 Proz. 
dt, ` Se KE br X sc: 29 21% ge Ser ee HERE. i 
An, gë "ec Ari 0,193 „, 3 E var DEEL ` ze 
1 A E Cer S e US ke e de ODIO. -ji 
Lë o r Olis -ò 


Unterbindung des Pankreasganges. Fütterungsversuch am 12. Tage 
nach der Operation. Blutzucker nüchtern 0,118 Proz., alsdann Fütterung. 
Blutzucker nach: 


M Stunde . . < . . 0,156 Proz. 2 Stunden .. . . 0,192 Proz. 
IR" 49 Su. au m L EEN "` 21%, wé br a ai AT" EIS 
BK: e sr kat UID, e 3 te be wä RER a 
1 be Ka EEE 6 31% i K 91 e w EE a 
(K, A 5 CSR. . 


Am 35. Tage nach der Unterbindung Wiederholung der Fütterung. 
Blutzucker nüchtern 0,124 Proz., hiernach 10g Glucose per os. Blut- 
zucker nach: 


Lo Stunde . . . . . 0,1695 Proz. 2 Stunden . . . . 0,2605 Proz. 
Lé p "e Lee EES ` A 21, H gr ve? cé DENK ` 
S j e. ut wg RE. Si 3 e ve A SC KEE > A 
l iš I AER ` A 31%, TA EEFE : T +: nu 
lh o e 0,283 „ 4 e e 0,136 x 


Auch hier gebe ich das Resultat der drei Fütterungsversuche in Form 
von Kurven wieder. 


Fütterung mit Traubenzucker 
vor der nach der 
Fütterung Fütterung 





Abb. 2. Kaninchen B. 
Vor der Unterbindung. ----- 12. Tag nach der Unterbindung. 
SEH 35. Tag nach der Unteroindung. 





Wir sehen in beiden Versuchen, daß beim normalen Tiere die 
Fütterung von 10g Glucose einen sofortigen Anstieg des Blutzuckers 
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bedingt, der nach 45 Minuten seinen Höhepunkt erreicht und danach, 
ziemlich steil abfallend, sich wieder der Norm nähert. Die Kurven 
nach der Unterbindung lassen erkennen, einmal, daß die Resorption 
verzögert ist. Sodann ist zu konstatieren, daß die ins Blut übergegangene 
Zuckermenge eine enorm hohe ist, und daß die Eliminierung desselben 
in verzögerter Weise vor sich geht. Auch dieses veränderte Verhalten 
des Blutzuckers unter dem Einfluß von Glucosefütterung hat man so 
zu deuten, daß die Funktionstüchtigkeit des Pankreas infolge der 
Unterbindung Schaden genommen. 


Ein weiterer Ausdruck der Pankreasschädigung ist das Verhalten 
des Urins der Versuchstiere. Während beide Tiere vor der Operation 
10g Traubenzucker glatt verbrannten, ohne daß sich auch nur eine 
Spur von Glucose im Urin zeigte, enthielt der Urin bei der ersten 
Fütterung nach der Unterbindung geringe Mengen Zucker, im späteren 
Versuche beträchtliche Mengen der verfütterten Substanz. Also auch 
die Toleranz der Tiere für Traubenzucker hat durch die Unterbindung 
gelitten, offenbar weil infolge geschädigter Pankreasfunktion einmal 
die Zuckerverbrennung schlecht, sodann die Leber in ihrer glykogen- 
bildenden Kraft geschwächt war. 


8. Verhalten des Blutzuckers unter dem Einfluß von Adrenalin. 


Die Wirkung des Adrenalins auf den Blutzucker des normalen 
Tieres ist bekannt. Fast unmittelbar nach subkutaner Verabfolgung 
von Adrenalin steigt der Blutzucker an, erreicht sehr bald seinen 
Höhepunkt und fällt dann rasch wieder ab. Dieser Effekt beruht 
auf der Reizung der die Leberzelle innervierenden sympathischen 
Fasern, die ihrerseits eine Ausschüttung des Leberglykogens bedingt. 
Gleichzeitig ist mit der Hyperglykämie eine vorübergehende Glucosurie 
verbunden. Es war nun von Interesse, festzustellen, ob sich Unter- 
schiede vor und nach der Unterbindung des Pankreasganges erkennen 
lassen, ob speziell unter dem Einfluß eines gesteigerten Sympathico- 
tonus die Adrenalinwirkung einen anderen Charakter zeigt. Ich teile 
in folgendem das Resultat von nur zwei Versuchen mit. 


Versuch 5. 

Kaninchen A erhält im normalen Zustand 1,0ccm Suprarenium 
hydrochloricum (1: 1000) subkutan und zeigt danach folgende Blutzucker- 
werte: Blutzucker nüchtern 0,087 Proz., hierauf Injektion von 0,001 g 
Suprarenin. Blutzucker nach: 


1, Stunde . .... 0,1401 Proz. 2 Stunden . . . . 0,128 Proz. 
Lo ee E N 0,158 2 21, = . . . . 0,1096 „, 
34 R HR Ze, A 0,108 SS 3 e . . . . 0,0876 ,, 
l Te a a EE 0,1075 , 3 > . . . . 0,0840 ,, 
Ia PO SE Nr 0,1205 
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Interbindung des Pankreasganges in Äthernarkose. Wiederholung 
des Versuchs am 7. Tage nach der Operation. Blutzucker nüchtern 0,11 Proz. 
Injektion. Blutzucker nach: 


LA Stunde . . . . . 0,1585 Proz. 2 Stunden . . . . 0,2085 Proz. 


E w ee we WEI + e. a Axe EI 
KR "ie ana EE — 3 er brau, EE Hp 
1 a ee eg su vv wë EE 
L nn en € ` We 4 er = 

S oe San Bil: 4 


Abermalige Wiederholung des Versuchs am 56. Tage nach der Operation. 
Blutzucker nüchtern 0,131 Proz. Injektion. Blutzucker nach: 


Y Stunde . . . . . 0,232 Proz. 21, Stunden . . . . 0,272 Proz. 


na ee 0,272 „ 3 ee A 
7 re 0,302 „ SU, u er re DIOS ES 
1 SN EC 0,308 — 4 ée. e a e ER Ze 
Us, A ere en EE dei 5. euer 
2 WI J EE Ç 


form. 





Abb.3. Kaninchen A. 


Vor der Unterbindung. ----- 7. Tag nach der Unterbindung. 
=. 56. Tag nach der Unterbindung. 





Versuch 6. 


Ganz ähnlich fiel der Versuch bei Kaninchen B aus. Vor der Operation: 
Blutzucker nüchtern 0,085 Proz., hierauf Injektion von 0,001 g Suprarenin. 
Blutzucker nach: 


Lo Stunde . . . . . 0,0809 Proz. 2 Stunden . . . . 0,154 Proz. 
% A e. A Të Aë me IER, E 21, N H Ñ L 2 
Zä LI Bi e H ° e A8 0,160 35 3 ’ R e'o ê 0.141 an 


1 gn ee ER ` BU, nn. an e mn EEN a; 
e rn ER; 4 a OO ` "o 
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Unterbindung des Pankreasganges in Äthernarkose. Wiederholung des 
Versuchs am 5. Tage nach der Operation. Blutzucker nüchtern 0,115 Proz. 
Injektion. Blutzucker nach: 


LA Stunde . . . . . 0,134 Proz. 2 Stunden . . . . 0,1825 Proz. 


Ge er, en DEER, S RI oa T er EE + r. 
HIE NE 3 S HE. RE — 
1 d, ge Bee E TT Kin, — e Kg eg 
d. in . "47 EE, 4 mm. e ën ECKE A 


Abermalige Wiederholung des Versuchs am 33. Tage nach der Operation. 
Blutzucker nüchtern 0,139 Proz. Injektion. Blutzucker nach: 


14 Stunde . . . . s 0,181 Proz. 21, Stunden . . . . 0,256 Proz. 


NEE: er 3 e A e DEER, 

Bi wii ee GER A EEE "SES 

l rl RO 4 en, — 1 Aën AE. 

ER, e Ae AER A WIE oaoa a E Ci 
HOH ERBE € 


Auch diese drei Versuche gebe ich in Kurvenform wieder. 
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Abb. 4. Kaninchen B. 
Vor der Unterbindung. ----- 5, Tag nach der Unterbindung. 
STEE 33. Tag nach der Unterbindung. 





Aus beiden Versuchen geht hervor, daß vor der Unterbindung 
am normalen Tiere nach subkutaner Verabfolgung von Adrenalin die 
Hyperglykämie in der erwarteten Weise eintritt, die bei Kaninchen A 
wieder sehr schnell, schon nach 45 Minuten fast abgeklungen ist, während 
bei Kaninchen B die Wirkung sich über einen längeren Zeitraum er- 
streckt. 7 Tage nach der Unterbindung sehen: wir zunächst bei 
Kaninchen A nach der gleichen Adrenalindosis einen weit höheren 


UL 
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Anstieg der Blutzuckerkurve, und zwar um das 21,fache des Anfangs- 
wertes, und außerdem einen stark verlangsamten Abfall der Zucker- 
kurve, so daß noch’ nach 41% Stunden eine leichte Steigerung gegen- 
über dem Ausgangswert zu verzeichnen ist. Am 56. Tage nach der 
Operation ist die Wirkung des Adrenalins noch stärker, sie erreicht 
fast das Dreifache des Anfangswertes. Der Höhepunkt ist hier erst 
nach 2 Stunden erreicht, dann sinkt die Kurve ziemlich steil ab, hat 
aber noch nicht nach 44, Stunden den Ausgangswert erreicht. Etwas 
anders verläuft die Wirkung bei Kaninchen B. Hier sehen wir 5 Tage 
nach der Unterbindung noch keinen wesentlichen Unterschied gegen- 
über der Kurve vor der Operation; hingegen 33 Tage nach der Operation 
hat die Kurve den gleichen Charakter wie beim Kaninchen A, enormer 
Anstieg fast um das Dreifache des Ausgangswertes, Höhepunkt nach 
2 Stunden, danach steiler Abfall und nach 41, Stunden Rückkehr 
zum Ausgangswert. 

Wie haben wir uns nun diese enorm gesteigerte Wirkung des 
Adrenalins trotz stets gleicher Dosen zu erklären? Nach dem oben 
bereits Gesagten dürfte die Erklärung hierfür keine Schwierigkeiten 
bieten. Wir müssen den Zustand der Versuchstiere nach der Unter- 
bindung auffassen als einen solchen, bei dem der Tonus des sympa- 
thischen Nervensystems ganz erheblich verstärkt ist. Diese sympathico- 
tonische Erregung tritt aber nicht sofort nach der Unterbindung ein. 
Wenn auch die ersten Adrenalinversuche post operationem zu sehr 
erheblich verstärkter Glykämie führen können (s. Kaninchen A), so 
ist diese Wirkung in erster Reihe bedingt durch das in großer Menge 
im Blute kreisende diastatische Ferment. Erst allmählich entwickelt 
sich der Sympathicotonus, wie wir ja oben an dem ständigen Steigen 
des Blutzuckers beobachten konnten, und je weiter der Tag der Unter- 
bindung zurückliegt, um so mehr tritt der Sympathicotonus in die 
Erscheinung. Es ist klar, daß, wenn man in diesem Zustande einem 
Tiere Adrenalin verabfolgt, dann die Wirkung eine ganz enorme sein 
muß. Sie ist dann eben das Produkt der Summation der Wirkung des 
Adrenalins und des Sympathicotonus. 

Noch nach einer anderen Richtung haben wir die gesteigerte 
Reizbarkeit des sympathischen Systems bei den operierten Tieren 
verfolgt, indem wir unser Augenmerk auf die Pupillenreaktion der 
Tiere richteten. Wir wissen aus den interessanten Untersuchungen 
von O. Loewi, daß Tiere, denen das Pankreas total exstirpiert ist, auf 
Adrenalininstillation ins Auge mit einer starken Mydriasis antworten. 
Loewi erklärt dies Verhalten so, daß durch die Entfernung des Pankreas 
das den Sympathicus hemmende Moment in Fortfall kommt und nun 
die sympathischen Nervenendigungen auf Adrenalin ungehemmt 
reagieren können. Wenn nun zutraf, daß durch die Unterbindung des 
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Pankreasganges einerseits eine Schädigung der inneren Sekretion des 
Pankreas, andererseits eine erhöhte Reizbarkeit des Sympathicus 
hervorgerufen wird, so mußte bei genügend weitem Fortschreiten des 
Prozesses dies auch in der Pupillenreaktion zum Ausdruck kommen. 
Von dieser Überlegung ausgehend, prüfte ich meine Versuchstiere 
vor und nach der Unterbindung auf das Verhalten ihrer Pupillen dem 
Adrenalin gegenüber. Allerdings eignen sich Kaninchen für diese 
Versuchsanordnung nicht sonderlich gut, da ihre Pupillen auch im 
normalen Zustande schon ziemlich stark erweitert sind. Immerhin 
konnten wir an zwei Tieren feststellen, daß, während vor der Unter- 
bindung und unmittelbar nach derselben eine Adrenalineinträufelung 
ins Auge ohne Wirkung auf die Pupille blieb, nach längerem Zeit- 
intervall dagegen mehr oder weniger deutlich positiv ausfiel. Wir 
sind überzeugt, daß bei Hunden oder Katzen, die für derartige Versuche 
weit geeigneter sind, nach der Unterbindung des Pankreasganges das 
Resultat ein erheblich besseres sein wird. Trotzdem glauben wir, auch 
aus dem Ausfall dieser Versuche auf einen gesteigerten Sympathi- 
cotonus unserer Tiere schließen zu dürfen. 


4. Einfluß des Pilocarpins auf den Blutzucker. 


Ich untersuchte alsdann auch die Wirkung des Pilocarpins am 
Kaninchen vor und nach der Unterbindung des Pankreasganges. Diese 
Versuche versprachen deshalb besonders lehrreich zu werden, weil sich 
hier Gelegenheit bot, an Tieren mit künstlich gesteigertem Sympathico- 
tonus den Pilocarpineffekt genau zu studieren. Die Frage, ob nach 
Pilocarpin stets eine Hyperglykämie auftritt, wird neuerdings von 
Toennissen!) bestritten. Es galt darum, zunächst diesen Punkt einmal 
sicherzustellen. Das normale Tier erhielt subkutan eine mittlere Dosis 
von 0,4 mg Pilocarpin pro Kilogramm Körpergewicht. Einige Tage 
nach der Unterbindung wurde der Versuch in genau der gleichen Weise 
wiederholt und ebenso mehrere Wochen nach der Operation. 


Ich teile auch hier wieder zwei Versuche mit. 


Versuch 7. 


Kaninchen A erhält im normalen Zustand 1,40 mg Pilocarpin subkutan 
und zeigt danach folgende Blutzuckerwerte: Blutzucker vorher 0,102 Proz. 
Injektion. Blutzucker nach: 


Y Stunde . . . . . 0,1275 Proz. 2 Stunden . . . . 0,090 Proz. 
Lë a a ue ée 0,130 ` 21, 3 .. . , 0,076 „ 
S woa 0,117 „ 3 Se 2.0.0081 „ 

1 ee 75 0,092 ,„ 31%, 2 .. . . 0,070 , 


(M a a a 0,084 yp, 


1) E. Toennissen, Ergebn. d. inner. Med. u. Kinderheilk. 23, 164, 1923. 
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Unterbindung des Ganges in Äthernarkose. Wiederholung des Versuchs 
am 13. Tage nach der Operation. Blutzucker vorher 0,1315 Proz. Injektion. 
Blutzucker nach: 


Y, Stunde . . . . . 0,148 Proz. 14, Stunden . . . . 0,140 Proz. 


hy sn baai a a (SC SE 2 es u e 0,127 ` 
Za e zw R ap 0,158 as 21%, Se ee ET 5 
1 ge s e ar EE 3 = ge. ze OHO ern 


Abermalige Wiederholung des Versuchs am 61. Tage nach der Operation. 
Blutzucker vorher 0,1275 Proz. Injektion. Blutzucker nach: 


LW Stunde . . . . . 0,124 Proz. 1% Stunden . . . . 0,110 Proz. 


Yy "ai rr, e e 0,1295 „, 2 a aie E a 
3. 0.18. o n a a a 0098 5 
1 ne TB: 3 » 0.22.0009 „ 


Zwecks besserer Übersicht gebe ich die drei Versuche in folgenden 
Kurven wieder. 





Abb. 5. Kaninchen A. 
Vor der Unterbindung. ----- 13. Tag nach der Unterbindung. 
EE 61. Tag nach der Unterbindung. 





Versuch 8. 


Kaninchen B erhält im normalen Zustand im ganzen 1,12 mg Pilo- 
carpin subkutan. Blutzucker vor 0,0945 Proz. Injektion. Blutzucker nach: 


4 Stunde . .... 0,167 Proz. 11, Stunden . . . . 0,1018 Proz. 
La a ee ` 2 w . . . . 0,1015 „ 
A O ee K 9 0,169 ,, 21, e . e . . 0,1065 „ 
l m ne 1 8 C7 ` 3 D , . . , 0,0965 


Einige Tage später Unterbindung des Pankreasganges in Äthernarkose. 
Am 7. Tage nach der Operation Wiederholung des Versuchs. Blutzucker 
vorher 0,111 Proz. Injektion. Blutzucker nach: 


Lä Stunde . . . . . 0,178 Proz. 1%, Stunden . . . . 0,151 Proz. 
La y e , . 0,2145 „ 2 S 0... 0,1245 ,, 
I v S N doe T -y 2% = . 0.0.0120 „ 
1 Se EE VS KA 3 = 0.0.0114 , 
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Am 38. Tage nach der Unterbindung abermalige Wiederholung des 
Versuchs. Blutzucker vorher 0,1185 Proz. Injektion. Blutzucker nach: 


L, Stunde . .... 0,1255 Proz. 11, Stunden . . . . 0,1235 Proz. 
Lo ENEE 0,1375 ,, 2 d - 0.117 de 
34 GENEE 0,140 Es 21, 2 e sa e 0,117 S 
l ER er 0,1245 ,, 
Auch hier stelle ich das Resultat in Kurvenform zusammen 
Injektion von Pllocarpin 
vor der nach der 
Injektion Injektion 
022 





EaR Ñ 3” 
Stunde 


Abb. 6. Kaninchen B. 





Vor der Unterbindung. ----- 7. Tag nach der Unterbindung. 
-ı- .- 38. Tag nach der Unterbindung. 


Aus beiden Versuchen geht ohne Zweifel hervor, daß Pilocarpin 
imstande ist, beim normalen Tiere eine deutliche Steigerung des Blut- 
zuckers zu bewirken; im ersten Falle steigt der Blutzucker von 0,102 
auf 0,131 Proz., im zweiten von 0,094 auf 0,183 Proz. Diese Wirkung 
des Pilocarpins tritt auch in ungeschwächtem Maße zutage nach der 
Unterbindung des Pankreasganges, was in dem Parallelismus beider 
Kurven zum Ausdruck kommt, nur mit dem Unterschied, daß diese 
Kurve, ausgehend von einem höheren Blutzucker im nüchternen 
Zustande, sich in einem höheren Niveau bewegt. Ganz anders war 
das Resultat, wenn wir den Tieren Pilocarpin verabfolgten, nachdem 
seit der Unterbindung mehrere Wochen verstrichen waren. Dann 
blieb der Effekt regelmäßig aus; wir haben dann nur eine ganz geringe 
Erhöhung oder, wenn der Zeitraum seit der Operation sehr groß war, 
sogar eine geringe Abnahme des Blutzuckers. 

Wie hat man sich dieses Resultat zu erklären, und wie wirkt das 
Pilocarpin überhaupt auf den Zuckerstoffwechsel? Die Ansichten 
darüber sind noch recht geteilt, und von einer einheitlichen Erklärung 
dieser Vorgänge ist man noch weit entfernt. 

Bornstein und Vogel!) erklären die Wirkung des Pilocarpins auf 
den Blutzucker so, daß sie eine Wirkung des Giftes auf die Leberzellen 
annehmen. Als Stütze hierfür führen sie Versuche von Hornemann?) 


1) Bornstein und Vogel, diese Zeitschr. 118, 1, 1921; 126, 56, 1921. 
2) Hornemann, ebendaselbst 122, 324, 1921. 
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an, nach denen Pilocarpininjektionen ein Verschwinden des Glykogens 
in der Leber zur Folge haben. Gegen diese Annahme wenden sich 
Dresel und Zemmin!), indem sie betonen, daß das Pilocarpin als para- 
sympathisches, also Pankreas reizendes Gift den umgekehrten Effekt 
haben müßte. Da das nicht der Fall ist, kämen andere Momente als 
Ursache in Betracht, wie der durch Pilocarpin bedingte Wasserverlust 
und die damit verbundene Eindickung des Blutes und Fesselung der Tiere. 

Diese Erklärung dürfte jedoch kaum den Tatsachen gerecht werden. 
Wenn auch die Versuche von Bornstein und Vogel diesen Punkt noch 
strittig erscheinen lassen, so zeigen meine Versuche doch ganz einwand- 
frei, daß der Wasserverlust bei der Steigerung des Blutzuckers keine 
Rolle spielen kann. Denn wir sehen bereits 15 Minuten nach der In- 
jektion den Blutzucker ansteigen, nach 30 Minuten den Höhepunkt 
erreichen und dann wieder abfallen. In dieser Zeit kann von einem 
nennenswerten Wasserverlust bestimmt noch keine Rede sein. Meist 
äußerte sich die Wirkung des Pilocarpins an unseren Tieren so, dab 
etwa 5 Minuten nach der Injektion die Salivation eintrat, nach 15 Mi- 
nuten eine normale Defäkation erfolgte und nach 30 Minuten ein 
breiiger Stuhl entleert wurde. Natürlich ist damit ein Wasserverlust 
verknüpft, aber doch nur ein so geringer, daß er nicht von Bedeutung 
für die Konzentrationsverhältnisse im Blute sein kann. Keinesfalls 
ist er imstande, den Anstieg des Blutzuckers schon nach 30 Minuten 
um das Doppelte wie beim Kaninchen B und auch beim Kaninchen D 
(von 0,08 Proz. auf 0,16 Proz.) — auf die Wiedergabe dieses Versuches 
haben wir in Rücksicht auf den beschränkten Raum verzichtet — zu 
erklären. Wäre der Wasserverlust wirklich ein ausschlaggebendes 
Moment, so müßte in dem Moment, wo der Verlust am stärksten ist, 
also nach 11, Stunden, der Blutzucker noch weit höher ansteigen, 
aber in allen meinen Fällen hat er sich um diese Zeit schon wieder 
dem Ausgangswert stark genähert. Auch von einer Fesselungshyper- 
glykämie kann in unseren Versuchen keine Rede sein; denn ich habe 
die Tiere während des ganzen Versuches, auch während der Blut- 
entnahme aus dem Ohre, frei im Käfig gehalten. Wir sind also ge- 
zwungen, eine andere Erklärung für dieWirkung des Pilocarpins zu suchen. 

Da das Pilocarpin als ein parasympathisches Gift aufzufassen ist, 
so könnte man sich seine Wirkung auf den Blutzucker nur so erklären, 
daß die durch ihn bedingte Reizung nicht gegen den peripheren Teil 
des Vagus gerichtet ist, sondern in dem Vagus zentripetal verläuft. 
Denn nur von der Reizung des zentralen Vagusstumpfes ist bisher 
bekannt, daß sie zur Hyperglykämie führt (Claude Bernard, Starkenstein). 
Diese Wirkung des Vagus wird so erklärt, daß auf dem Wege des Vagus 


1) Dreset und Zemmin, ebendaselbst 139, 463, 1923. 
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dem Zuckerzentrum in der Medulla oblongata afferente Reize zugeführt 
werden; vom Zentrum läuft der Reiz auf sympathischen Bahnen die 
Medulla hinab bis zum Abgang der Wurzel für die Splanchnici, durch 
die Splanchnici zur Leber. Somit würde die Wirkung des Pilocarpins 
hinauskommen auf eine indirekte Reizung des Sympathicus, vermittelt 
durch einen zentripetalen Vagusreiz. Dem widerspricht aber die Tat- 
sache, daß die Pilocarpinhyperglykämie durch Atropin gehemmt wird, 
nicht dagegen die Adrenalinhyperglykämie. Dem widerspricht besonders, 
daß gleichzeitige Injektion von Pilocarpin und Adrenalin nicht etwa 
eine Summation der Wirkung auf den Blutzucker bedingt, sondern 
im Gegenteil bei geeigneter Dosierung beider Mittel bleibt, wie Bornstein 
und Vogel gezeigt haben, die Hyperglykämie zunächst aus, um später nach 
1 bis 2 Stunden in geringem Umfange aufzutreten; dann handelt es sich 
aber ausschließlich um eine nachträgliche Adrenalinwirkung. Für die 
Richtigkeit dieser Beobachtung sprechen auch meine Versuche am 
Kaninchen im Stadium starker Sympathicotonie. Denn die Tiere 
verhalten sich, wie wenn sie ständig unter verstärkter Adrenalinwirkung 
ständen. Eine Injektion von Pilocarpin in diesem Zustande müßte 
demnach ohne Effekt oder nur von stark abgeschwächter Wirkung 
auf den Blutzucker sein. Und in der Tat sehen wir beim Kaninchen B 
nur eine ganz minimale Hyperglykämie, die zu der am siebenten Tage 
nach der Unterbindung eingetretenen in gar keinem Verhältnis steht. 
Und beim Kaninchen A resultiert eine Kurve, bei der nicht nur kein 
Blutzuckeranstieg zu erkennen ist, sondern eine deutliche Abnahme 
des Blutzuckers von 0,127 auf 0,099 Proz. zu konstatieren ist. Nach 
alledem kann die Wirkung des Pilocarpins kaum aufgefaßt werden 
als ein indirekter Sympathicuseffekt. Der Blutzuckererhöhung und 
dem Verschwinden des Glykogens aus der Leber nach Pilocarpin muß 
demnach eine andere Ursache zugrunde liegen. Welcher Art dieselbe 
ist, läßt sich sehr schwer sagen. Es ist möglich, daß, wie Bornstein 
und Vogel meinen, das Pilocarpin direkt an der Leberzelle angreift. 
Der Beweis dafür steht allerdings noch aus. Vielleicht, daß sich hier 
mikroskopische Unterschiede zwischen Pilocarpin und Adrenalin in 
der Art des Glykogenschwundes ergeben werden. Eine solche Möglich- 
keit ist jedenfalls vorhanden. Wissen wir doch aus den Untersuchungen 
von Hofmeister!), daß ein hungerndes Kaninchen eine ganz andere 
Glykogenverteilung in den Leberacini zeigt als ein Adrenalintier, und 
haben doch die Untersuchungen von Wohlgemuth und Fukushi?) ergeben, 
daß nach Pankreasgangunterbindung die Leber dieselbe Glykogen- 
verteilung aufweist wie das Hungertier. 

1) F. Hofmeister, Sammlung der von der Nothnagel-Stiftung veran- 


stalteten Vorträge, Heft 1, Berlin u. Wien 1913, Urban u. Schwarzenberg. 
2) J. Wohlgemuth u. M. Fukushi, Virchows Arch. 218, 249, 1914. 
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Meine Pilocarpinversuche sind noch in anderer Beziehung ganz 
lehrreich. Wir sind bei der Erklärung der gesteigerten Hyperglykämien 
nach Glykosefütterung und nach Adrenalin bald nach der Unterbindung 
stets von der Überlegung ausgegangen, daß sie noch nichts mit der 
Sympathicotonie zu tun haben. Und in der Tat geht das aus den 
Kurven kurz nach der Unterbindung — Kaninchen A 13. Tag, Ka- 
ninchen B 7. Tag — deutlich hervor. Denn wenn hier schon ein sympa- 
thicotonischer Zustand bei den Tieren bestanden hätte, wäre die Hyper- 
glykämie zum mindesten nur stark abgeschwächt eingetreten. Wir 
sehen aber nach der Unterbindung den gleichen Effekt wie vor der 
Unterbindung. 

Auch unsere bisher nur hypothetische Annahme von dem Auf- 
treten eines Sympathicotonus nach Gangunterbindung hat durch die 
Pilocarpinversuche nunmehr ihren experimentellen Beweis gefunden. 
Der negative Ausfall in bezug auf die Blutzuckersteigerung am 61. 
bzw. 38. Tage nach der Gangunterbindung kann zwanglos nur so 
erklärt werden, daß zu dieser Zeit bei beiden Tieren eine gesteigerte 
Erregbarkeit des Sympathicus bestanden und diese die Pilocarpin- 
wirkung paralysiert haben muß. 


5. Einfluß des Phlorrhizins auf den Blutzucker. 


Die Wirkung des Phlorrhizins hat man aufzufassen als eine solche, 
die ihren Angriffspunkt in der Niere hat, und man ist heute allgemein 
der Ansicht, daß der Phlorrhizindiabetes ein echter Nierendiabetes ist. 
Wie derselbe zustande kommt, ist trotz aller darauf verwandten Mühe 
bis jetzt noch nicht klargestellt. Einerseits wird angenommen, dab 
unter dem Einfluß dieses Giftes die Niere eine gesteigerte Ferment- 
tätigkeit (Wohlgemuth) oder eine Tätigkeitsänderung anderer Art (Loewr) 
entfaltet, andererseits, daß der in kolloidaler Bindung im Blute kreisende 
Zucker in der Niere gesprengt wird und zur Ausscheidung gelangt. 
Alle Untersuchungen, die darauf abzielten, einen Einfluß des Phlorrhizins 
auf den Blutzucker im Sinne einer Steigerung zu ermitteln, sind sämtlich 
negativ ausgefallen. Auch die Angabe von Levene, daß im Phlorrhizin- 
diabetes der Blutzuckergehalt des Nierenvenenblutes größer ist als im 
arteriellen, konnte von Schenk!) nicht bestätigt werden. Nur Underhill?) 
gelang es, bemerkenswerterweise nach Ausschaltung der Nierenfunktion, 
bei Hunden eine Hyperglykämie durch Phlorrhizininjektionen zu er- 
zeugen, und später hat dann auch Hetényi?) bei Menschen mit doppel- 
seitiger Nierenerkrankung nach Phlorrhizin fast ausnahmslos einen 
Blutzuckeranstieg beobachten können. Wie dieser zustande kommt, 


1) Schenk, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 25, 62, 1921. 
2) Underhill, Journ. of biol. Chem. 13, 15, 1912. 
3) St. Hetényi, diese Zeitschr. 129, 183, 1922. 
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ist aber auch noch nicht aufgeklärt. Nun geht aus den Untersuchungen 
von Voegelmann!) hervor, daß ein gewisser Zusammenhang zwischen 
Nieren und Nebennieren besteht ; denn er konnte zeigen, daß eine Reizung 
der Niere durch Gifte (Uran) auch eine Reizung der Nebenniere zur 
Folge hatte insofern, als das Blut dieser Tiere nachweisbare Mengen 
von Adrenalin enthielt, während es vorher in ihm fehlte. 

Von dieser Tatsache ausgehend, überlegten wir, ob nicht vielleicht 
doch bei einem Tiere, bei dem sich das Sympathicussystem in einem 
besonders leicht ansprechbaren Zustande befand, das Phlorrhizin 
eine Wirkung auslösen könnte, die bei einem normalen Tiere durch 
etwaige den Sympathicus hemmende Momente unterdrückt wird. Ich 
prüfte deshalb das Phlorhizin an meinen Tieren vor und nach der Unter- 
bindung und begnüge mich, nur zwei Versuche in folgendem mitzuteilen. 


Versuch 9. 
Kaninchen A erhält subkutan im normalen Zustand 0,5 g Phlorrhizin, 
in 1Occm lproz. Sodalösung gelöst, und zeigt dabei folgende Blutzucker- 
werte: Blutzucker vorher 0,088 Proz., alsdann Injektion. Blutzucker nach: 


14 Stunde . . . . . 0,1046 Proz. 11, Stunden . . . . 0,0825 Proz. 
Lé a - . . > 0,1018 „ 2 op . . . . 0,0893 ,, 
Yu, 55 2 2... 0,0908 „, 275 ba 0.0.0075 „ 
1 S . . . . 0,09 u S e e 0,0789 5 


Unterbindung des Ganges in PETER Wiederholung des Versuchs 
am 5. Tage nachher. Blutzucker vorher 0,115 Proz. Injektion. Blut- 
zucker nach: 


14 Stunde . . . . . 0,110 Proz. 11%, Stunden . . . . 0,0965 Proz. 

L. 0,0983 „ 2 » 2.2. 0,0920 „ 

Ge ne 0,0995 ,, au 5 2.22.0090 „, 
u . . . . . 0,0963 ,, 3 nr 0,0930 ,, 


Abermalige Wiederholung des Versuchs am 54. Tage nach der Unter- 
bindung. Blutzucker vorher 0,126 Proz. Injektion. Blutzucker nach: 


Lo Stunde . . . . . 0,124 Proz. 11, Stunden . . . . 0,096 Proz. 
e o Je wi EIS y 2 p .. . . 0,102 „ 
M a e aata CHS 4, 2% N EE S 
m . 2 0.0.6009 „ 5 - . . 0,106 „ 
Ich gebe die drei Versuche in RR wieder. 

Injektion 

0m 

012 

0% 

Saos 

d 





Abb.7. Kaninchen A. 
Vor der Unterbindung. ----- 5.Tag nach der Unterbindung. 
SE 54. Tag nach der Unterbindung. 





1) Voegelmann, Arch f. exper. Patholog. u. Pharm. 74, 181, 1913. 
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Versuch 10. 


Kaninchen B erhält subkutan im normalen Zustand im ganzen 0,58 
Phlorrhizin, in 10 ccm lproz. Sodalösung. Blutzucker vorher 0,085 Proz. 
Injektion. Blutzucker nach: 


Lo Stunde . . . . . 0,102 Proz. 1% Stunden . . . . 0,102 Proz. 
% a <... . 0,106 „ 2 es - . . 0,082 „, 
34 7 ©.. . . 0,094 ,, 21 Ge <. . . 0,082 ,, 
l = S e wi EECHER 3 S - . . . 0,085 „ 


Einige Tage später Unterbindung des Pankreasganges in Äthernarkose. 
Am 10. Tage nach der Operation Wiederholung des Versuchs. Blutzucker 
vorher 0,115 Proz. Injektion. Blutzucker nach: 


LA Stunde . . . . . 0,1045 Proz. 14, Stunden . . . . 0,0895 Proz. 
Ié yp u 2 re 2 2 .. . . 0,095 , 
Aa a 222. 0,0965 „ 2 24 .. . . 0,099 „ 
l s ©... . . 0,0915 „ 3 S pare EIER ` e 


Abermalige Wiederholung des Versuchs nach 31 Tagen. Blutzucker 
vorher 0,128 Proz. Injektion. Blutzucker nach: 


Y Stunde . . . . . 0,120 Proz. 11, Stunden . . . . 0,113 Proz. 
Lé Ss ©... > 0,116 Gs 2 2 DECHE 22: 
34 ge ner e HEI ` 21% de - wer 0,129 ` 
l m a e e 1 2 6 7 3, 


Auch diese Versuche gebe ich in Kurvenform wieder. 


Injektion von Phlerrhizia 
vor der nach der 
Injektion Injektion 





Abb.8. Kaninchen B. 
Vor der Unterbindung. ----- 10. Tag nach der Unterbindung. 
—.-.- 31. Tag nach der Unterbindung. 





Wir sehen also bei den Tieren vor der Unterbindung des Pankreas- 
ganges nach Phlorrhizininjektion einen geringen Blutzuckeranstieg, 
beim Kaninchen A um 0,0176, bei B um 0,021 Proz., obwohl beide 
Tiere vollkommen normale Nieren hatten. Bei A war der Ausgangswert 
bereits nach 45 Minuten wieder erreicht. Bei B erst nach Verlauf von 
2 Stunden. Kurz nach der Unterbindung bewirkt das Phlorrhizin bei 
beiden Tieren eine deutliche Abnahme des Blutzuckers, ganz besonders 
stark ausgesprochen ist sie in der dritten Kurve, also zu einer Zeit, 
wo die Tiere sich in einem ausgesprochenen sympathicotonischen 
Zustande befanden. Was besagt nun dieser Befund? Jedenfalls das 
eine, daß irgend eine Beziehung des Phlorrhizins zum Sympathicus 
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nicht besteht. Denn wenn eine solche vorhanden wäre, so hätten wir 
zum mindesten in den letzten zwei Kurven einen deutlichen Anstieg des 
Blutzuckers beobachten müssen. Wir haben aber gerade das Gegenteil 
konstatiert. Danach könnte man eher glauben, daß das Phlorrhizin 
im parasympathischen Sinne wirkt; denn die Kurven zeigen durchaus 
den Typus eines durch Vagotonie beeinflußten Blutzuckers. 


6. Über die Verteilung des Blutzuckers im Blut. 


Über diesen Punkt existiert bereits eine ausgedehnte Literatur, 
die hauptsächlich in dieser Zeitschrift niedergelegt ist, und wir wollen 
deshalb verzichten, näher auf dieselbe einzugehen. Nur so viel möchten 
wir kurz sagen, daß, während man früher der Ansicht war, daß die 
Blutkörperchen für Zucker permeabel sind, neuerdings immer mehr 
der Standpunkt vertreten wird, daß sich der gesamte Blutzucker im 
Plasma findet und die Körperchen zuckerfrei sind. Bewiesen scheint 
das bisher zu sein nur für menschliches Blut, für Kaninchenblut und 
Froschblut. Es sind hier die Arbeiten von Brinkmann!) und seinen 
Mitarbeitern und von Falta und Richter-Quitiner?) zu nennen. Während 
Brinkmann auf dem Standpunkte steht, daß nur in solchem Plasma, 
das durch keine gerinnungshemmende Mittel gewonnen ist, der gesamte 
Blutzucker enthalten ist, behaupten Falta und Richter-Quitiner, daß 
man auch mit gerinnungshemmenden Substanzen wie Hirudin, Natr. 
citric., Natr. oxalic. und Natriumfluorid, sofern sie nur in genügender 
Konzentration angewendet werden, zu dem gleichen Resultat kommt. 
Im Vertrauen hierauf habe ich meine Untersuchungen unter Ver- 
wendung ausgiebiger Mengen von Natriumoxalat vorgenommen. Es 
interessierte mich festzustellen, wie die Blutkörperchen sich verhalten, 
wenn der Blutzucker die normalen Werte übersteigt und ständig in 
vermehrter Menge im Blute kreist. Ich ging dabei in der üblichen 
Weise vor, indem ich den Blutzucker im Gesamtblut und im Oxalat- 
plasma bestimmte und gleichzeitig mit Hilfe des Hämatokrit das 
Blutkörperchenvolumen feststellte. Dabei stellte sich heraus, daß 
die Blutkörperchen sowohl beim normalen Tiere wie beim operierten 
für Zucker permeabel sind, wenn man Natriumoxalat für den Versuch 
verwendet. Ich führte am normalen Tiere des öfteren diese Unter- 
suchungen aus und errechnete daraus das Mittel. Dann wurde die 
Gangunterbindung ausgeführt und danach in verschiedenen Zeit- 
intervallen wieder die Bestimmung in der oben beschriebenen Weise 
vorgenommen. In folgender Tabelle sind die Resultate für Kaninchen A 
und B zusammengestellt. 


1) Brinkmann und van Creveld, diese Zeitschr. 119, 65, 1921. 
2) Falta und Richter-Quittner, ebendaselbst 129, 576, 1922. 
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Tabelle I. 


Die Verteilung des Blutzuckers im Blut. Bil. K. = Blutkörperchen. 
Bl. Pl. = Blutplasma. 





E | Kanindien A Kaninchen B 
Versuchszeit | BLK : BLPI. BLK. : BLPI. 





Durchscbnittl. Wert 
BLK. : BLPI. 




















| f ; | ; 

Vor der Unter- | e H | rt 
bindung Weg Wé, 

L 1:37 1:41 1:39 

L Tag.. 1:41 — | 1:41 

wi 2 „..1 1:27 1: 2,3 1:25 
„5|3 „..| 1:28 1: 3,0 1:29 
cal5 „ .: 1:3, 1: 3,5 | 1:33 
s3110. „ ..| 1:38 —_ 1:38 
STRIS. „.. — 1:42 1:42 
zS |20 ` 1:4,3 Z o Is A 
O |33. , = 1:4,0 | 1:40 
54. „ | 1:45 së | 1:45 


Wir sehen, daß bei beiden die Zuckerverteilung die gleiche ist, 
und zwar enthalten bei beiden Tieren die Körperchen etwa 25 Proz. 
des Blutzuckers. Dieses Verhältnis ändert sich sehr bald nach der 
Unterbindung. Es steigt schon am zweiten Tage auf 37 Proz. bei 
Kaninchen A, sogar auf 43 Proz. bei B, geht dann etwas herunter, 
hält sich auf dieser Höhe etwa bis zum fünften bis siebenten Tage und 
hat am zehnten Tage den Ausgangswert wieder erreicht. Weiter beob- 
achtet man keine Änderung mehr, obwohl der Blutzucker ständig 
ansteigt. Es scheint demnach, als ob die Änderung des Verhältnisses 
des Körperzuckers zum Plasmazucker nicht abhängig ist von der Höhe 
des Blutzuckers: es zeigt sich vielmehr ein auffallender Parallelismus 
mit der Diastase im Blute, die gleichfalls am zweiten Tage nach der 
Unterbindung ihren Höhepunkt erreicht, dann etwas absinkt und am 
zehnten Tage meist wieder zur Norm zurückkehrt. Ob dieser Par- 
allelismus ein zufälliger oder kausal begründeter ist, entzieht sich 
unserer Beurteilung. 


Zusammenfassung. 


l. Nach Unterbindung des Pankreasganges beim Kaninchen 
steigt der Blutzucker in die Höhe, sinkt nach einigen Tagen wieder 
etwas ab, nimmt dann aber wieder zu und zeigt von da ab ständig eine 
steigende Tendenz. Die erste Steigerung hat ihren Grund in der Über- 
schwemmung des Blutes und der Gewebe mit diastatischem Ferment 
und der damit verbundenen Glykogenausschüttung, die zweite wird 
zurückgeführt auf den sich allmählich entwickelnden sympathico- 
tonischen Zustand des Tieres. 

2. Dafür spricht auch das Verhalten des Blutzuckers nach Trauben- 
zuckerfütterung. Während beim normalen Tiere nach 10g Glucose 
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ein kurzer Anstieg erfolgt und ein rasches Absinken zur Norm, ist 
nach der Unterbindung die Steigerung eine weit höhere und das Ab- 
sinken ein viel langsameres. Dementsprechend ist auch die Zucker- 
toleranz des Tieres deutlich herabgesetzt. 

3. In dem gleichen Sinne verläuft auch die Adrenalininjektion 
bei den operierten Tieren. Sie bewirkt einen weit höheren Anstieg 
des Blutzuckers und ein weit langsameres Absinken als beim normalen 
Tiere. Die Loewische Pupillenreaktion wird, wenn die Gangunterbindung 
lange genug bestanden hat, schließlich positiv. 

4. Pilocarpin steigert den Blutzucker des normalen Tieres, nach 
der Unterbindung bleibt diese Steigerung schließlich aus. Das erklärt 
sich daraus, daß die Pilocarpinwirkung durch den Sympathicotonus 
der operierten Tiere paralysiert wird. | 

5. Phlorrhizin bewirkt bei normalen Tieren bisweilen eine geringe 
Blutzuckersteigerung; nach der Unterbindung ist der Effekt ein um- 
gekehrter, der Blutzucker geht deutlich herunter. 

6. Beim normalen Kaninchen enthalten die Blutkörperchen etwa 
25 Proz. des Blutzuckers, während 75 Proz. im Plasma enthalten sind. 
Unmittelbar nach der Unterbindung verschiebt sich das Verhältnis, 
der Zuckergehalt der Körperchen steigt bis 43 Proz. an, sinkt aber 
- sehr schnell wieder ab bis auf den ursprünglichen Wert und nimmt 
. nicht wieder zu, obwohl der Blutzuckerspiegel ständig höher steigt. 


Über die Flockung des Frauenmilchcaseins. 


Von 
Fritz Demuth. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universität 
Berlin und dem Kaiserin-Auguste-Victoria-Haus.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1924.) 


Bei Gelegenheit einer Arbeit, in der Frauenmilchmolke verwendet 
werden sollte, kam es uns darauf an, möglichst schnell, sicher und ohne 
allzu eingreifende Behandlung eine einwandsfreie Molke zu bekommen. 
Alle bisher angegebenen Methoden, von denen hier nur die von Langstein 
und Edelstein (1), Engel (2), Fuld und Wohlgemuth (3), Bienenfeld (4) 
erwähnt werden sollen, erfüllen diese Forderungen nicht vollkommen. 
Deshalb forderte mich Herr Prof. Rona auf, die Bedingungen der 
Frauenmilchcaseingerinnung genauer zu untersuchen, vor allem unter 
Verwendung von Puffergemischen. Es fällt auf, daß sich noch niemand 
bisher dieser Methode bedient hat, obgleich Ylppö (5) sie bei seiner 
Arbeit über den isoelektrischen Punkt der Caseine zur Ausflockung 
seiner mit den alten Methoden hergestellten Caseinlösungen benutzt hat. 


Die von uns angewandte Methode ist nicht nur einfach, sondern 
hat auch den Vorzug, bei Verwendung geeigneter Puffergemische 
absolut sicher und schnell zu arbeiten. Die Milch braucht weder zentri- 
fugiert, noch mit Eis vorbehandelt zu werden und erleidet einen relativ 
wenig schweren Eingriff. 

Im Reagenzglase wurden zu je 10 cem Pufferlösung 10 cem einer 
1:5 verdünnten Frauenmilch zugesetzt. Die endgültige Verdünnung 
beträgt also 2:20. Die Milch stammte von einer bestimmten Amme 
und wurde unmittelbar vor jedem Versuche frisch abgespritzt. Ihr 
Fettgehalt (nach Gerber) schwankte zwischen 3,1 und GO Proz. und 
hielt sich gewöhnlich zwischen 3,7 und 4,0 Proz. Ein Einfluß des ver- 
schiedenen Fettgehaltes konnte nicht festgestellt werden. Fast alle 
Versuche wurden im Wasserbade bei 40°C ausgeführt, nur einige bei 
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15 bis 170° C. Jede Phase der Flockung, besonders auch das erste Auf- 
treten von Flocken, konnte direkt im Wasserbade abgelesen werden, 
da eine im Wasser selbst hinter den Reagenzgläsern angebrachte stark- 
kerzige Glühbirne eine gute Beobachtung gestattete. Zur Beurteilung 
des Optimums der Flockung wurde in erster Linie die mehr oder weniger 
ausgesprochene Klarheit der filtrierten Molke herangezogen. Dabei 
wurde zwischen wasserklar (+++), fast wasserklar (++), leicht 
trübe (+) und trübe (—) unterschieden. Die Beurteilung der Höhe 
der Flockungssäule ist dadurch unmöglich gemacht, daß häufig die 
Flocken, die sonst immer nach oben steigen, an der Wand des Reagenz- 
glases hängen bleiben. Außerdem wurde der Beginn der Flockung 
beobachtet (in den Tabellen als oberste Rubrik in Minuten verzeichnet). 
Die schnellste Flockung tritt nicht immer in dem optimal flockenden 
Röhrchen ein. Die Größe der Flocken zu beurteilen, ist nur mit sub- 
jektiven Fehlern möglich. Immerhin geben wir in Tabelle I ein Gesamt- 
protokoll als Beispiel wieder, in dem auch die Flockengröße berück- 
sichtigt ist. Das Flockungsoptimum konnte im allgemeinen’ mit großer 
Genauigkeit festgelegt werden, doch kommen auch Zonen von einer 
Breite von 0,33 pu vor, innerhalb deren alle Filtrate wasserklar werden, 
bei HCl mit Pepsinzusatz reicht diese Zone sogar von pyp 4,82 bis 5,32. 


Tabelle I. Je 10ccm Frauenmilch 1:5. 
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n/100 Essigs.! —  —| — | — | 80 !zs |70 |60 140190190 
n/10 Essigs. . 23 15| Mil 
n/100 NaAcetat . 1010| 10 | 10 | 10 1101010 10 |1010 
Aqua dest. . 6775: 79 | 81 0 1512030 '50:60|70 
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Li Min — —| + E E 
E HERE EE GE ME EDEGEM 
Ke ele e Ee E, ee SE e 
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60 p o.. Kl lk a I nl D E E tn a a + H) 
Klarheit der Molke | — | — ++] ++ ++ +++ ++ ++ + I + = 1 





| 
PH .. . . . 3,98,4,18, 4,33] 4,52 | 4,68 | 4,65 | 4,68| 4,79, 4,85] 5,31|5,6016,00 


Alle angeführten pe Zahlen beruhen auf elektrometrischen Doppel- 
messungen. | 

Wie aus den beigefügten Tabellen hervorgeht, gelingt es bei Ver- 
wendung geeigneter Puffergemische, deren Acidität in der Nähe des 
isoelektrischen Punktes des Caseins liegt, immer, eine wasserklare 
Molke zu erzielen. Nur muß die Anwesenheit und Konzentration ver- 
schiedener Ionen berücksichtigt werden. 
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Von den Anionen wurde Acetat, Lactat und Cl untersucht, doch 
zeigte sich bei ihnen kein Unterschied. Die Kationen aber haben einen 
deutlichen und eindeutigen Einfluß, und zwar verschieben sie das 
Flockungsoptimum nach der sauren Seite. Das geht schon aus den 
Versuchen (Tabelle II) hervor, in denen n/100 Gemischen n/10 gegen- 
übergestellt sind. Immer ist das optimale py bei den n/100 Puffern 
höher als bei n/10. 


Tabelle II. Je 10ccm Frauenmilch 1:5. Aqua dest. ad 20,0. 
de Leem m/z Acetat oder Lactat. 








n/10 Essigsäure | ` 28 | 24 œ 































Na-Acetat 2 1,8 1,6 | 1,2 10 0,6 
1. Flockung . ail s 8 sis 2 3 | 5 
Klarheit der Molke ++ | ++ ne +++ ++\++i++ L 
EE 4,47| 4,54 | 4,59 4 4,66. 4,70.4,75 4,95 5,17,5.34 
n/10 Milchsäure| | se ES See oe A 
Na | 0,08 !0,126| 0,26 1020| | 
1. Flockung | 1 30 
Klarheit derMolke ++ + 
PH. e see E E 4,1213,64 E 
n/100 Milchsäure | ` Ä 
Na- Lactat A 5,0 | 6,0 7,0 | 8,0 
Jar i er fol e | EE 
Pa. EE 5,80 | 5,67 699 4,23 4,05 3,98 '3,88 
n/10 Milchsäure = 
K-Lactat 0,125 | 0,25 0,75 1,0 | 1,5 | 
l. Flockung . i 20 2 ` 
SE der Molke | | — ; — Ber ' = 
ENEE 6,11 ` 5,47 491.4091 | 

a n/ 100 Maan T l , 05 | 10 | 20 8,0 
1. Flockung . > 180|> 180| > 180 8 
Klarheit der Molke i ger EE E + | 
Du. ke Asa 5,70 | 5,35 ' 5,00 In | l 
n/10 Milehsäure) , 0.06 | 0,125 | 0,25 oe solaglan! ` 
1. Flockung . . . ~180'> 180| s 
Klarheit der Molke + + ' + PH E 
Pläne 5,26 | 5,19 ' 5,16 | 4,79 3,89 

ilchsä a a ee n'u | 
e nap op | 1,0 | 20 0 lia) © | 
1. Flockung . | >90|>9| 2 3 2 
Klarheit der Molke |i ++I ++ |+++ rl K 
E D: 4,91 | 4,85 | 4,71 4919001 | 


1) s — sofort. 


Das gleiche zeigt sich in Tabelle III. Hier sind zu einer Reihe 
von Acetatgemischen je 1 ccm m/10, m/100 und m/1000 NaCl, KC) und 
CaCl, zugesetzt worden. Je höher die Ionenkonzentration ist, um 
so weiter ist in der Regel das Optimum, das bei den verwendeten 
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Tabelle IV. 


Je l10Ocem Frauenmilch 1:5. Aqua dest. ad 20,0. 
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Fiockung des Frauenmilchcaseıns. 


Acetatpuffern zwischen py 4,63 und 4.65 
liegt, nach der sauren Seite verschoben. 

Daß es sich hierbei nicht um eine 
Cl-Wirkung handelt, geht aus den Versuchen 
(Tabelle IV) mit HCl hervor, bei der das 
Optimum deutlich mehr nach der alkalischen 
Seite liegt. Durch Zusatz von l ccm einer 
Pepsinglycerinlösung 1:10000 verschiebt 
sich das Optimum eher noch weiter, und 
zwar nach pa 5,28 bis 5,32, d. h. in ein Be- 
reich, das im Magen eines Säuglings etwa 
im zweiten Trimenon nach 2 Stunden er- 
reicht ist. Eine Flockung nach 6 Minuten 
tritt aber schon bei einer Acidität (Pa 6,36) 
ein, die kurze Zeit nach Aufnahme der Milch 
im Magen vorzufinden ist. 

Pepsin befördert natürlich überhaupt 
die Flockung. Die Zeit, in der die erste 
Flockung auftritt, ist verkürzt. Die Tem- 
peratur kann niedriger sein. Die Flockungs- 
zone ist verbreitert, und zwar besonders 
nach der alkalischen Seite. 

Beim Versuche, mit möglichst geringer 
Verdünnung auszukommen, gelang es mit 
0,6ccm n Natriumacetat, 2,4ccm n Essig- 
säure und 17ccm unverdünnter Frauen- 
milch im Wasserbade von 40°C bei pa 4,16 
eine wasserklare Molke zu erzielen. Aller- 
dings setzt die Flockung erst nach 10 Minuten 
ein und ist nach’ etwa 3 Stunden vollendet. 


Zusammenfassung. 

Es wird angegeben, wie man mit ver- 
schiedenen Puffergemischen sicher und schnell 
eine Säuregerinnung des Frauenmilchcaseins 
erreicht. 


Literatur. 


1) Langstein und Edelstein, Jahrb. f. Kin- 
derheilk., 72. E., 1, 1910. — 2) Engel, diese 
Zeitschr. 14, 234, 1908. — 3) Fuld und Woh- 
gemuth, ebendaselbst 5, 118, 1907. — 4) Bienen- 
feld, ebendaselbst 7, 262, 1907. — 5) Ylppò, 
Zeitschr. f. Kinderheilk. 8, 224, 1913. 


Zur Erledigung der „Berichtigung“ von 0. 0. Fellner. 
(Diese Zeitschr. 147, 185, 1924.) 


Von 


Sigmund Fränkel. 
(Eingegangen am 20. Juni 1924.) 


Im Band 147, Seite 185 dieser Zeitschrift erhebt O. O. Fellner einerseits 
Pricritätsansprüche gegenüber den Publikationen von Ed Herrmann, 
Sigmund Fränkel und Maria Fonda, andererseits übt er an den von uns 
mitgeteilten Befunden Kritik. Die Prioritätsansprüche des Herrn Fellner 
sind bereits in einer Polemik zwischen Fellner und Herrmann im Zentralblatt 
für Gynäkologie im Jahre 1921, Band Nr. 14, S. 510 zur Austragung ge- 
kommen und für uns vollständig erledigt, aus dem Grunde, weil Herr Fellner 
lediglich mit Extrakten gearbeitet hat und sich gar nicht die Mühe nahm, 
auf die Darstellung der Substanz oder auf die Bestimmung ihrer Eigenschaft 
hinzielende Versuche zu unternehmen, Extrakte, wie sie schon vor ihm 
auch unter anderen /scovesco und nach ihm viele andere mit Lösungsmitteln 
dargestellt haben, ohne sich um die Natur der extrahierten Körper zu be- 
kümmern. Sie als Lipoid anzusprechen, ist nicht angängig, wenn man nicht 
einmal unternimmt, ihren fettartigen Charakter bestimmen zu wollen. Erst 
durch die Versuche von Herrmann ist gezeigt worden, daß der Körper ein 
Lipoid, und zwar aus der Klasse des Sterine ist, daß dieser Körper frei von 
Phosphor, Schwefel und Stickstoff ist und, von Cholesterin und Cholesterin- 
estern vollständig befreit, noch immer die Reaktionen des Cholesterins gibt, 
daß dieser Körper destillabel ist und daß er auch nach der Destillation seine 
Wirkung behält und, wie in mühseligen Versuchen von uns nachgewiesen 
wurde, bei der Destillation an Wirkungswert etwas einbüßt. Daher haben 
wir es für notwendig befunden, eine neue Darstellungsmethode dieses 
Sterins auszuarbeiten, welche die Destillation im absoluten Vakuum 
umgeht. 

Was alkoholische Extrakte der Placenta leisten, bei denen man sich 
nicht bemüht, auf die Reindarstellung einer Substanz hinzuarbeiten, geht 
ja aus den Versuchen des Herrn Fellner selbst hervor, dessen Tiere schwere 
Schädigung erfahren haben. Er findet aber im gleichen Hefte, in dem seine 
„Berichtigung“ erschienen, in einem Aufsatz von Th. Brugsch und H. Horsters, 
daß alkoholische Placentaeztrakte für Kaninchen außerordentlich giftig 
sind und bei intravenöser Zufuhr in kürzester Zeit unter tonischen und 
klonischen Krämpfen zum Exitus führen!). 

Es kommt durchaus nicht auf die Darstellung irgendwie hergestellter 
Extrakte, sondern lediglich auf die Darstellung und Bestimmung der 
wirksamen Substanz an, über welche ich demnächst weiteres berichten werde. 


1) Diese Zeitschr. 147, 161, 1924. 
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Tabelle IV. 


Je 10ccm Frauenmilch 1:5. Aqua dest. ad 20,0. 





F. Demuth: Flockung des Frauenmilchcaseıns. 
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1. Flockung. . . 


Acetatpuffern zwischen pe 4,63 und 4,65 
liegt, nach der sauren Seite verschoben. 

Daß es sich hierbei nicht um eine 
Cl-Wirkung handelt, geht aus den Versuchen 
(Tabelle IV) mit HCl hervor, bei der das 
Optimum deutlich mehr nach der alkalischen 
Seite liegt. Durch Zusatz von l ccm einer 
Pepsinglycerinlösung 1:10000 verschiebt 
sich das Optimum eher noch weiter, und 
zwar nach pe 5.28 bis 5,32, d. h. in ein Be- 
reich, das im Magen eines Säuglings etwa 
im zweiten Trimenon nach 2 Stunden er- 
reicht ist. Eine Flockung nach 6 Minuten 
tritt aber schon bei einer Acidität (pa 6,36) 
ein,. die kurze Zeit nach Aufnahme der Milch 
im Magen vorzufinden ist. 

Pepsin befördert natürlich überhaupt 
die Flockung. Die Zeit, in der die erste 
Flockung auftritt, ist verkürzt. Die Tem- 
peratur kann niedriger sein. Die Flockungs- 
zone ist verbreitert, und zwar besonders 
nach der alkalischen Seite. 

Beim Versuche, mit möglichst geringer 
Verdünnung auszukommen, gelang es mit 
0,6 ccm n Natriumacetat, 2,4ccm n Essig- 
säure und 17ccm unverdünnter Frauen- 
milch im Wasserbade von 40°C bei pu 4,16 
eine wasserklare Molke zu erzielen. Aller- 
dings setzt die Flockung erst nach 10 Minuten 
ein und ist nach’ etwa 3 Stunden vollendet. 


Zusammenfassung. 

Es wird angegeben, wie man mit ver- 
schiedenen Puffergemischen sicher und schnell 
eine Säuregerinnung des Frauenmilchcaseins 
erreicht. 


Literatur. 


1) Langstein und Edelstein, Jahrb. f. Kin- 
derheilk., 72. E., 1, 1910. — 2) Engel, diese 
Zeitschr. 14, 234, 1908. — 3) Fuld und Wohl- 
gemuth, ebendaselbst a, 118, 1907. — 4) Bienen- 
feld, ebendaselbst 7, 262, 1907. — 5) Tinna, 
Zeitschr. f. Kinderheilk. 8, 224, 1913. 














Zur Erledigung der „Berichtigung“ von 0. 0. Fellner. 
(Diese Zeitschr. 147, 185, 1924.) 


Von 
Sigmund Fränkel. 


(Eingegangen am 20. Juni 1924.) 


Im Band 147, Seite 185 dieser Zeitschrift erhebt O. O. Fellner einerseits 
Pricritätsansprüche gegenüber den Publikationen von Ed. Herrmann, 
Sigmund Fränkel und Maria Fonda, andererseits übt er an den von uns 
mitgeteilten Befunden Kritik. Die Prioritätsansprüche des Herrn Fellner 
sind bereits in einer Polemik zwischen Fellner und Herrmann im Zentralblatt 
für Gynäkologie im Jahre 1921, Band Nr. 14, S. 510 zur Austragung ge- 
kommen und für uns vollständig erledigt, aus dem Grunde, weil Herr Fellner 
lediglich mit Extrakten gearbeitet hat und sich gar nicht die Mühe nahm, 
auf die Darstellung der Substanz oder auf die Bestimmung ihrer Eigenschaft 
hinzielende Versuche zu unternehmen, Extrakte, wie sie schon vor ihm 
auch unter anderen /scovesco und nach ihm viele andere mit Lösungsmitteln 
dargestellt haben, ohne sich um die Natur der extrahierten Körper zu be- 
kümmern. Sie als Lipoid anzusprechen, ist nicht angängig, wenn man nicht 
einmal unternimmt, ihren fettartigen Charakter bestimmen zu wollen. Erst 
durch die Versuche von Herrmann ist gezeigt worden, daß der Körper ein 
Lipoid, und zwar aus der Klasse des Sterine ist, daß dieser Körper frei von 
Phosphor, Schwefel und Stickstoff ist und, von Cholesterin und Cholesterin- 
estern vollständig befreit, noch immer die Reaktionen des Cholesterins gibt, 
daß dieser Körper destillabel ist und daß er auch nach der Destillation seine 
Wirkung behält und, wie in mühseligen Versuchen von uns nachgewiesen 
wurde, bei der Destillation an Wirkungswert etwas einbüßt. Daher haben 
wir es für notwendig befunden, eine neue Darstellungsmethode dieses 
Sterins auszuarbeiten, welche die Destillation im absoluten Vakuum 
umgeht. 

Was alkoholische Extrakte der Placenta leisten, bei denen man sich 
nicht bemüht, auf die Reindarstellung einer Substanz hinzuarbeiten, geht 
ja aus den Versuchen des Herrn Fellner selbst hervor, dessen Tiere schwere 
Schädigung erfahren haben. Er findet aber im gleichen Hefte, in dem seine 
„Berichtigung“ erschienen, in einem Aufsatz von Th. Brugsch und H. Horsters, 
daB alkoholische Placentaextrakte für Kaninchen außerordentlich giftig 
sind und bei intravenöser Zufuhr in kürzester Zeit unter tonischen und 
klonischen Krämpfen zum Exitus führen !). 

Es kommt durchaus nicht auf die Darstellung irgendwie hergestellter 
Extrakte, sondern lediglich auf die Darstellung und Bestimmung der 
wirksamen Substanz an, über welche ich demnächst weiteres berichten werde. 


1) Diese Zeitschr. 147, 161, 1924. 


Das Verhalten von a- und ß-Methylglucosid zur Takainvertase. 


Von 
Yajiro Hattori. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-medizinischen Universität 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 24. April 1924.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Es gibt viele Stoffe, welche die Wirkung der Fermente auf ihr 
Substrat hemmen, und welche offenbar diese Wirkung auf verschiedene 
Weise entfalten. Um für die Fülle der Erscheinungen einen Ausgangs- 
punkt zu gewinnen, versuchten Michaelis und Rona!) bei der Maltase 
und Michaelis und Pechstein?) bei der Hefeinvertase zwei Gruppen von 
hemmenden Stoffen zu unterscheiden, je nach dem Einfluß, welchen 
diese Stoffe auf die Kinetik des fermentativen Prozesses ausübten. Bei 
der einen Gruppe war dieser Einfluß derart, daß er auf eine Konkurrenz 
des hemmenden Stoffes mit dem spaltbaren Substrat um die Bindung 
des Ferments zurückgeführt werden konnte. In diesem Falle ist die 
relative Hemmung von dem Mengenverhältnis der drei beteiligten Stoffe, 
z. B. Saccharose, Fructose, Ferment, abhängig. Bei der anderen Gruppe 
war der Einfluß des hemmenden Stoffes auf die Kinetik derart, daß er 
gedeutet werden kann als eine Verlangsamung der Zerfallsgeschwindig- 
keit der intermediären Ferment- Substratverbindung, ohne daß eine 
Verbindung zwischen dem hemmenden Stoff und dem Ferment nach- 
gewiesen werden kann. In diesem Falle ist die relative Hemmung der 
Fermentwirkung nur von der Konzentration des hemmenden Stoffes, 
nicht aber von der des Ferments und vor allem nicht von der des 
spaltbaren Substrats abhängig. Ein Beispiel hierfür ist die Hemmung, 
welche Glycerin auf die Spaltung der Saccharose durch Invertase aus- 
übt. So ist z. B. die relative Hemmung, welche Fructose in 0,1 molarer 
Konzentration ausübt, um so größer, je kleiner die Konzentration der 
Saccharose ist, aber die Hemmung von Glycerin ist völlig unabhängig 
von der Konzentration der Saccharose, wenn man unter Hemmung 
die prozentische Verminderung der Zerfallsgeschwindigkeit versteht. 
Es zeigte sich, daß alle untersuchten eigentlichen Zucker, soweit sie 
die Wirkung der Invertase hemmen, sich nach dem Typus der Fructose 


1) Diese Zeitschr. 60, 62, 1914. 
2) Ebendaselbst 60, 79, 1914. 
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verhalten, während im allgemeinen die Stoffe, bei denen man nach ihrer 
chemischen Konstitution keine spezifische Verwandtschaft zum Ferment 
vermuten würde, wie Glycerin oder Alkohol, zu dem anderen Typus 
gehören. Wir werden daher im folgenden kurz von dem Fructosetypus 
und dem @lycerintypus der Hemmung sprechen. 

In der Reihe dieser Erscheinungen zeigte sich eine unerwartete 
Tatsache. Von den beiden Methylglucosiden ist die ß-Form gegenüber 
der Invertase völlig indifferent; sie wird weder selbst gespalten, noch 
hemmt sie die Spaltung der Saccharose, ebenso wie z. B. die Lactose. 
Die a-Form wird zwar auch nicht gespalten, aber sie hemmt die Spaltung 
der Saccharose stark, und zwar unerwarteterweise nach dem Typus 
des Glycerins. 

Das Verhalten dieser Glucoside ist nun inzwischen noch interessanter 
geworden, nachdem R. Kuhn!) nachgewiesen hat, daß von den beiden 
Monosacchariden, welche die Saccharose enthält, nur die Fructose 
hemmt, aber nicht die Glucose, wenigstens nicht in ihrer ß-Form, in 
welcher sie im Rohrzucker enthalten ist. Die von Michaelis und Menten?) 
näher untersuchte Hemmung der Glucose trifft nur für die a-Form zu, 
welche sich in gelagerten wässerigen Lösungen findet, aber ursprüng- 
lich im Molekül der Saccharose nicht existiert. Ein weiteres Interesse 
gewinnt der Befund dadurch, daß nach den Untersuchungen von Kuhn 
bei der Invertase der Takadiastase die Verhältnisse genau umgekehrt 
liegen. Hier ist die Fructose völlig indifferent, während die ß-Glucose 
stark hemmt?). | 

Er schloß hieraus, daß der Angriffspunkt für das Ferment bei der 
Hefeinvertase innerhalb des Moleküls des Rohrzuckers die Fructose, 
bei der Takainvertase die Glucose sei. In Anbetracht dieser interessanten 
Befunde erschien es erwünscht, das Verhalten der beiden Glucoside 
gegenüber der Takainvertase zu untersuchen. 

Zunächst wurde festgestellt, ob in der Takadiastase ein Ferment 
enthalten ist, welches eines der beiden Glucoside spaltet. Die polari- 
metrische Untersuchung ergab aber, daß ein solches nicht nachgewiesen 
werden konnte. Wenigstens konnte bei dem für die späteren Versuche 
angewendeten De = 5,6 und der angewendeten Fermentmenge inner- 
halb 24 Stunden eine Änderung der Drehung nicht nachgewiesen werden. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 57, 1923. 

2) Diese Zeitschr. 49, 333, 1914. 

3) Diese Tatsache war mir schon vor der Veröffentlichung von Kuhn 
bekannt, nach Untersuchungen, welche Frl. Dr. Gertrud Oppenheimer 
in meinem Laboratorium in Berlin mit einem von Dr. Kumagawa freundlichst 
zur Verfügung gestellten Vorrat von Takadiastase ausgeführt hatte. Diese 
Untersuchungen sind damals aus äußeren. Gründen nicht abgeschlossen 
worden. Sie ergaben als Wirkungsoptimum für Takadiastase po = 5,6. 

Michaelis. 
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Dieser Umstand ist also sehr günstig für die eigentlichen Versuche, 
welche die Hemmung der Glucoside auf die Spaltung des Rohrzuckers 
untersuchen sollten. 

Die Glucoside wurden genau nach der Vorschrift von Emil Fischer!) 
hergestellt. Der wasserfreie Traubenzucker wurde aus absolutem Alkohol 
umkristallisiertt. Der Methylalkohol wurde anfangs nach Æ. Fischer mit 
Calciumoxyd, später in sehr vorteilhafter Weise mit Magnesium entwässert 
unter Anwendung der Vorschriften und der Schätzungsmethoden für den 
Wassergehalt nach Bjerrum und Zechmeister?).. Ein Teil Traubenzucker 
wird in vier Teilen Methylalkohol mit einem Gehalt von 0,25 Proz. gas- 
förmiger Salzsäure unter Erwärmen am Rückflußkühler gelöst, die Lösung 
in einer dickwandigen Druckflasche aus Jenaer Glas im Autoklaven 
50 Stunden lang erhitzt, dann auf ein Drittel ihres Volumens eingedampft. 
Nach längerem Stehen kristallisiert das a-Methylglucosid aus, während das 
f-Methylglucosid aus der Mutterlauge gewonnen wird. Sie wird zum Sirup 
eingedampft, bis zur Trübung mit Ather versetzt und bei niederer Tempe- 
ratur mehrere Tage der Kristallisation überlassen. Das rohe a-Glucosid 
wird durch einmaliges Umkristallisieren aus 18 Teilen heißem Äthylalkohol 
gereinigt, das rohe -Glucosid durch fraktionierte Kristallisation zuerst 
aus absolutem, dann aus 80proz. Alkohol gereinigt. Die Präparate hatten 
innerhalb der Fehlergrenzen die von E. Fischer angegebenen [«]p. 

Als Ferment wurde eine jedesmal frisch hergestellte 5proz. Lösung 
der Takadiastase von der Firma Sankyo benutzt. In den weiter unten 
zu beschreibenden Parallelversuchen mit Hefeinvertase wurde als 
Ferment eine durch Autolyse von Bierhefe in Chloroformwasser ge- 
wonnene und durch Kaolin geklärte Lösung benutzt. Das pe wurde 
für die Takaversuche durch Hinzufügung eines Acetatpuffers (gleiche 
Teile O,ln Essigsäure + In Natriumacetat) eingestellt, ein zehntel 
Volumen der gesamten Lösung, für die Hefeversuche in ähnlicher Weise 
durch einen Puffer von In Essigsäure + In Natriumacetat. Das 
De betrug also für die Takaversuche etwa 5,7, für die Hefeversuche 4,7. 
Alle Versuche wurden im Wasserbade bei 28,0% ausgeführt. Die Ent- 
nahme der Proben geschah in der Weise, daß zu bestimmten Zeit- 
punkten je l5ccm Flüssigkeit mit der Pipette schnell in ein Gefäß 
übertragen wurden, in welchem sich 1,5ccm m/2 Lösung von Natrium- 
carbonat befand, wodurch gleichzeitig der Fermentprozeß unterbrochen 
und die definitive Drehung der Glucose schnell erreicht wird. Die 
polarimetrische Untersuchung wurde bei 15°C im 2-dm-Rohr vor- 
genommen, jede angegebene Zahl ist das Mittel aus sechs einzelnen 
Ablesungen. Die für die Zeit 0 notierten eingeklammerten Werte sind 
extrapoliert. Alle Spaltungen wurden auf eine so weite Strecke hin 
verfolgt, daß die Ausschläge zwar genügend sicher waren, daß aber 
der Verlauf der Spaltung noch als nahezu linear von der Zeit ab- 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 1145, 1895. 
2) Ebendaselbst 56, 894, 1923. 
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hängig betrachtet werden konnte; das Maß für die Geschwindigkeit 
ist überall die Drehungsänderung pro Zeitminute. Auf diese Weise 
ergaben sich folgende Resultate: 


Tabelle I. Takadiastase. 








Nr. ` Zucker | ZA?) De Lopa 2 
` Min. o 0100 T 
L - 0,10n Saccharose | 0 (4,03) — — 
= 30 3.95 0.08 | — 

40.0 3.00 103 ' 0,0% 

800 2,08 195 0.024 
2 0,10n Saccharose + 0,10n 0 (9,15) dee, T e 
«-Methylglucosid | 3,0 908 ' 0,07 Kee 

40,0 8,20 0,95 0.095 

"80,0 705 | 210 0,026 


In Tabelle I erkennt man, daß a-Methylglucosid die Wirkung der 
Takadiastase nicht hemmt. Das gleiche zeigt das Versuchspaar l und 2 
aus Tabelle II. Die übrigen Versuche von Tabelle II und lII zeigen die 
Hemmung durch ß-Methylglucosid. 
Das Gesamtresultat der Versuche 
Tabelle II und III ist innerhalb 
der Versuchsfehler identisch. Die 
Konzentration des ß-Glucosids wird 
konstant gehalten auf 0,ln, die 
Saccharose zwischen 0.1 n und 0,3 n l 
variiert. Zur Beurteilung der Resul- Pos ee ek 
tate wurde versucht, die beiden glucosid. O Versuch mit Saccharose allein. 
Größen zu berechnen, welche nach EE EES 
Michaelis für die beiden Typen der Hemmung charakteristisch sind. 
Ist v die Geschwindigkeit des Prozesses bei Abwesenheit des 
Glucosids und v, dieselbe bei Anwesenheit des Glucosids, so muß das 








Ze m — 


Abb. 2. (Siebe Tabelle II, Nr. 5 u. 6.) 
Hemmung der Takainvertase durch -Methylglucosid. 
O Versuch mit Saccharose allein. A Hemmung durch das Glucosid. 
Verhältnis u: 0 bei variierter Saccharosemenge und konstanter 
Glucosidmenge konstant sein. Dies ist in beiden Versuchsreihen offen- 
sichtlich nicht der Fall, die Hemmung erfolgt also nicht nach dem 
IT Glycerintypus u 
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Tabelle II. 

Takadiastase. 
Tu gm | Korrigierte | Drehungs» 
nz mm BE Zen A 

Ir. GE ee e | Mia =n 0 E EEE ER E E 
h s p S a. 
3 0,1n Saccharose 0 | (4,03) — — 
3,5 3,98 0,05 
, 25,5 3,57 0,46 0,016 
| 400 | 289 1.14 0.025 
4 | 0O,In Saccharose + 0,ln 0 (9,12) — — 
| a-Methylglucosid 3,0 9,08 0,04 
| "28,0 8,66 0,46 0,016 
T an 42,0 | 7,90 122 | 0,028 PR 
5 | 0.1 n Saccharose 0 (4,03) — e 
| 3.0 3,97 0,06 ee, 
| 1 400| 31 | 08 | 0,022 
| | 80,0 211 1,92 0,024 
6 |i0,In Saccharose + 0.1 n 0 (2,94) — _ 
k #-Methylglucosid | 3,0 2,92 0.09 | — 
| Si ia| t |m 
7 ` 0,3n Saccharose | 0 | (12,27) | — | — u 
| I 30 | 1212 ; 0,08 
j | 250 10.00 1,37 0,054 
, 40,0 ° 10,09 2,18 0,054 
8 j0,3n Saccharose + 0,In! 0 ; (10,64) u = 
f-Methylglucosid | 3,0 | 10,55 0,09 | 
| 40,0 ` 9,20 1,44 0,033 ' 085 
i | 00.0 8,48 2,16 0,038 
Tabelle III. 

Takadiastase. 
= Zarr im | Korrigierte ` Drehungs» | e 
Nr ` Zucker Zeit (T) | Drehung“ aeter kad ; 7 

T TI Mm SZ d od ` SE 
d N, ln Saccharose 0 (4,03) = Se 
Ä 3,0 3,96 0,07 Ge 
| | 400 | 3,09 09% 0.099 
| 80,0 | 2,07 1,96 0.094 
10 , 0,1n Saccharose + O,In 0 (2, 96) er FR 
#-Methylglucosid | 3,0 | 293 | 008 m 
| 81,0 2,20 0,76 0,0092 | 0,40 
E 1220 | 1.80 1,16 0,0095 ` 
II 0,3n Saccharose | O (12,24) — — | 
3,0 1208 0,16 — 
| 25,5 | 10.90 1,34 0,053 | 
| 402 | 10.09 215 | 0053 | 
12 0,3n Saccharose + O,ln! 0 (10,60) = ES 
` 8-Methylglucosid || 3,0 9,50 0,10 = 
| | 41,0 9,20 1,40 0,034 0,66 
| 612 8.35 | 2,25 0,036 
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Jetzt sollte geprüft werden, ob die Hemmung nach dem Fructose- 

typus erfolgt. In diesem Falle sollte nach der Theorie die Größe 
kı __ H 
Ferner 
EEGEN 
vi 
konstant sein, wo H die Konzentration des hemmenden Stoffes, S die 
Konzentration des spaltbaren Substrats bedeutet und v und v, die 
frühere Bedeutung hat. In dieser Formel kommt ferner k vor, welches 
die Affinitätskonstante für die Bin- 
dung des spaltbaren Substrats an 
das Ferment darstellt. Diese ist für 
die Takainvertase noch nicht be- 
kannt, und es war auch nicht voraus- 
zusehen, ob es möglich sein werde, ein e 
S 0 DO 20 ER ew 50 e 

bestimmtes k überhaupt zu ermitteln. Zen m Minten <= 
Denn die Theorie von Michaelis hat Abb. 3. (Siehe Tabelle III, Nr. 11 u. 12.) 
zur Voraussetzung, daß ein Molekül des Ferments sich mit einem 
Molekül des Substrats nach dem Massenwirkungsgesetz in reversibler 


k 








Abb. A (Siehe Tabelle III, Nr.9 u. 10.) 


Weise zu einem Molekül der Ferment-Substratverbindung verbindet. 
Nun war es für die Hefeinvertase allerdings möglich, ein solches k 
zu definieren, wie in den Arbeiten os 
von v. Euler und Willstätter und 
seinen Mitarbeitern bestätigt wor- 
den ist. Allerdings zeigte sich bei 
diesen Nachuntersuchungen, daß 
die Größe von k je nach dem 
Fermentpräparat verschieden aus- 
fallen kann, und so ist es möglich, 
daß die ursprüngliche Theorie 
einer Modifikation bedarf. Jeden- 
falls bleibt aber für die Hefe- 20 
invertase bisher die Beobachtung 
von Michaelis gültig, daß es ge- -15 
lingt, bei wechselnder Zucker- 


voan n 
R 


Gesch, 
Ss 
Q 


Maßstab fur 
S 





-7 -05 d 
log (Nonzentr der Saccharose) 
, N Abb.5. Zu Tabelle IV. 

konzentration für ein gegebenes X Versuch 1. O Versuch 2. 
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Tabelle IV. Takainvertase. 
























































Zeit | | Drchongs, . Anfangs» e Konzentration 
Minuten | iii | änderung at A Ee 
l u Veh ee l 
Loi WA o — 2 | 0,05n 
7 | Log 0,06 = 
25 0,87 021 0,008 40 
45 0,76 0.38 0,008 44 | Ed 
I. or (3,52) = Se | 0.1 n 
T” 3.40 0,06 en | | 
25 | 307 ` 045 0,0180 
a A7 | 0.80 00177 j 0017 l 
II. o (13,05) ` = | 03n 
3 Gan 0,16 = | 
25 | 11,66 1.39 0,0556 _ ' 
40 w082 | 22 0,0556 Dunn | 
v. 07 (31,50) —  — SE 0,8n 
2. 3130 | 0,20 | = 
25 30,15 | 135 ` 00540 | =. 
40 |: 2922 | 228 | 0,0570 0,0555 | Ee 
Vo 023) TI SS , 02n 
3 SCH 0,09 Se ! 
40 11.07 1.30 | 0,0325 
80 | 9,75 262 | 0087 0,0326 | 
Versuch 2. 
Lo (1,10) = en | 0,05n 
3'108 0,02 2 
. 60 0,57 051 0.008 50 
90 0238 080! 0.00558 ` 00087 
I. O (3,55) = = | Om 
3 | 3,56 0,04 | 
60 2,59 0,96 0.0161 
9 | 22 o | Lu ` | 00160 Bee | Bu 
DL o 808) | —< = 03n 
3| 1291 0,17 SS 
60 | 968 3.40 0,0566 . 
90 7.86 5.22 0070 | 00588 | 
VI. 0, (3158) | == | "(ën 
3 31.41 0,17 | | 
60 | 28.20 3.38 0.0563 0. 
90 26,32 5,26 0,0584 niil 


Fermentpräparat ein bestimmtes k zu kein. Das Verfahren, nach 
welchem dasselbe gefunden werden kann, beruht darauf, daß man die 
Anfangsgeschwindigkeit der fermentativen Spaltung bei konstanter Kon- 
zentration an Ferment und variierter Konzentration von Saccharose 
bestimmt und diese Geschwindigkeit als Funktion der Konzentration 
graphisch darstellt. Es ergibt sich dann, daß der Verlauf und ins- 
besondere die Neigung dieser Kurve einer Dissoziationskurve entspricht. 
Man kann daher den Fußpunkt derjenigen Ordinate, welche die Hälfte 
der maximalen Höhe hat auf der Abszisse, als die gewünschte Dissozia- 
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Tabelle V. Hefeinvertase. 
























S | et v 
Nr. Zucker | ZU) | Korngierte ee | = 
| Min. Drehung (4) T 
L | Ain Saccharose | 0 (3,99) 
EAR 
253 | 12 0,091 
| 402 | 030 


2 0,1n Saccharose | 0 (20,31) 




















3,69 0,087 
,+0,3n a-Methyl- | 32 | 20,30 0,01 — 
' glucosid ' 25,0 | 20,22 0,09 | (0,0034) 
l | 40,0 | 20,12 0,19 0,0048 
3 | 0, ln Saccharose 0 (15,02) — — 
+ 0,2n a-Methyl- 3,0 14,49 0,03 — 
glucosid 25,0 | 14,71 0,31 0,011 
| 4,3 | 14,57 045 | 0,010 
4, ln Saccharose 0 (6,79) — — 
+ 0,1n a-Methyl- | 8,2 6,69 0,10 — 
glucosid 25,0 6,10 0,69 0,027 
48,0 5,69 1,10 | 0,028 
B 0.10 Saccharose 0 (3,36) | — — | 
= + 0,1n $-Methyl- || 3,0 3,10 0,26 _ | 
| glucosid 25,0 0,84 2,52 0,087 | 
j 40,0 0,20 3,66 | 0,085 | 
D (än Saccharose 0 (10,76) — — | 
| | 3,0 0, 0,10 | — 
25,0 9,43 1,33 ' 0,052 | 
| | 40,0 8,90 1,86 0,047 
T 0,3n Saccharose 0 (17,60) = Es | 
+0,In a-Methyl- | 32 | 17,58 0,02 SS | 
` glucosid 252 | 17,33 0,27 | (0,0099) | 0,14 | 0,33 
| i 400 | 1691 0,689 | 0,0167 | 
8 | 0,3n Saccharose 0 : (10,76) — — 
| | 30 10.060 | 0,16 ~ | 
| 25,0 | 9,30 1,46 0,052 
| 60,0 8,75 2,01 0,050 
9 | 0,3n Saccharose | 0 (17,64) — — | 
Ä + 0,1n a-Methyl- | 30 | 17,59 0,05 ` — Ä | 
glucosid 255 | 1725 | 0,39 0,015 0,13 | 0,30 
| . 402 | 1698 ' 066 , 0016 | | 


tionskonstante deuten. Es wurde nun der Versuch gemacht, dieses 
Verfahren bei der Takainvertase anzuwenden. Die beiden Versuchs- 
reihen in Tabelle IV wurden je an einem Tage mit einer frischen Ferment- 
lösung hergestellt. Die Fermentmenge ist in allen Versuchen konstant, 
aber die Konzentration der Saccharose variiert zwischen 0,05 n und 0,8 n. 
Die graphische Darstellung der Versuche ist in Diagramm Abb. 5 ge- 
geben. Außer den beobachteten Werten ist diejenige Dissoziations- 
kurve eingezeichnet, welche von allen denkbaren sich am besten den 
beobachteten Punkten anpassen würde. Man sieht aber, daß selbst 
diese Kurve sich den Versuchspunkten nicht gut anpaßt, sondern zu 
steil verläuft. Somit sind die Voraussetzungen für die Berechnung 
von k nicht erfüllt, und es ist nicht möglich zu entscheiden, ob die 
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Hemmung nach dem Typus des Glycerins oder der Fructose erfolgt. 
Da jedoch eine Hemmung nach dem Typus des Glycerins sich mit Be- 
stimmtheit ausschließen ließ und wir nicht ohne Not dazu greifen wollen, 
noch einen dritten Typus anzunehmen, so darf man wohl als wahrschein- 
lich annehmen, daß die Hemmung der Takawirkung, welche das 5-Methyl- 
glucosid ausübt, auf einer Konkurrenz des Glucosids mit der Saccharose 
um die Bindung des Ferments beruht, nur daß diese Bindung nicht 
nach dem Massenwirkungsgesetz wie bei der Hefeinvertase erfolgt. 

Um den Unterschied der Wirkung der Glucoside bei der Invertase 
der Hefe und der Takadiastase noch mehr zu sichern, wurde eine Ver- 
suchsreihe mit Hefeinvertase angestellt, welche den früheren Versuch 
von Michaelis und Pechstein nachprüfen sollte, betreffend die Art der 
Hemmung durch a-Methylglucosid. Die Versuche sind in Tabelle V 
verzeichnet, in ihnen ist sowohl die Konzentration der Saccharose, wie 
die des Glucosids variiert. Zunächst erkennt man durch Vergleich von 
Versuch 1 und 5, daß ß-Methylglucosid keine hemmende Wirkung hat. 
In der vorletzten Spalte ist X, ` K berechnet, wobei für K die Dissozia- 
tionskonstante nach Michaelis und Menten zugrunde gelegt wurde, 
= 0,0167. Es mag erwähnt werden, daß selbst bei Einsetzung etwas 
abweichender Werte, wie sie nach den Untersuchungen von Euler und 
Willstätter bei verschiedenen Fermentpräparaten auftreten können, 
das Resultat der Rechnung sich nur unwesentlich ändern würde. Wie 
man sieht, sind die berechneten Werte keineswegs unabhängig von den 
Konzentrationen, sondern variieren zwischen 0,13 und 0,39. Die 
Hemmung erfolgt also nicht nach dem Fructosetypus. Andererseits 
ist in der letzten Spalte das Verhältnis der Geschwindigkeiten mit und 
ohne Glucosid, gou ` v, berechnet. Dies ist in den Versuchen Nr. 4, 7 und 9 
innerhalb der Fehlergrenzen das gleiche, und in diesen drei Versuchen 
ist die Konzentration des Glucosids konstant, die der Saccharose aber 
variiert. Erst wenn man die Konzentration des Glucosids variiert, 
ändert sich der Wert v,:v, wie man durch Vergleich von Versuch 2, 3 
und 4 erkennen kann. Dieses Verhalten entspricht dem Glycerintypus 
der Hemmung, und somit ist der Befund von Michaelis und Pechsteir 
für die Hefeinvertase bestätigt. 

Zusammenfassend können wir also sagen: Bei Hefeinvertase hemmt 
das ß-Glucosid gar nicht und das a-Glucosid hemmt stark, und zwar 
nach dem Glycerintypus. Bei Takainvertase hemmt das a-Glucosid gar 
nicht, aber das ß-Glucosid hemmt stark. Wir können den Glycerin- 
typus für diese Hemmung mit Sicherheit ausschließen und den Fructose- 
typus zum mindesten für sehr wahrscheinlich ansehen. Der exakte Beweis 
dafür ist deshalb nicht zu erbringen, weil sich bei der Takainvertase 
die Affinität zwischen dem Ferment und dem Substrat nicht in der 
einfachen Weise definieren läßt, wie es beim Hefeferment möglich war. 


Die sensibilisierende Wirkung der Nichtelektrolyte. 


Von 
Y. Matsuno. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Universität 
in Nagoya.) | 


(Eingegangen am 1. Mai 1924.) 


Zustandsänderungen in kolloidalen Lösungen werden. haupt- 
sächlich durch Elektrolyte hervorgebracht. Demgegenüber ist der 
Einfluß der Nichtelektrolyte so unbedeutend, daß er in den meisten 
Fällen vernachlässigt werden kann. Die Berechtigung für diese Ver- 
nachlässigung hat aber natürlich eine Grenze. Wenn man z. B. meint, 
daß ein Nichtelektrolyt wie Äthylalkohol ohne Einfluß sei auf den 
Zustand von Eisenhydroxydsol, so meint man damit nur, daß der 
Alkohol in den geringen Konzentrationen, in welchen Elektrolyte im 
allgemeinen schon stark flockend wirken, noch unwirksam sind. Erhöht 
man aber die Konzentration des Alkohols mehr und mehr, so tritt 
schließlich doch Flockung ein. Man gibt hierfür gewöhnlich die um- 
schreibende Erklärung, daß durch den gesteigerten Zusatz des Alkohols 
die Natur des Lösungsmittels schließlich so verändert werde, daß aus 
dem Hydrosol allmählich ein Alkosol würde, welches nicht mehr existenz- 
fähig sei. Tatsächlich kann man jedenfalls Hydrosole durch zahlreiche 
Nichtelektrolyte flocken, wenn sie genügend wasserlöslich sind. Dies 
gilt aber nicht für alle wasserlöslichen Elektrolyte; so kann z. B. Eisen- 
hydroxyd durch Zucker bei keiner noch so hohen Konzentration ge- 
flockt werden. Die besonderen Eigenschaften des Nichtelektrolyten 
spielen hier eine Rolle, insbesondere die Dielektrizitätskonstante. Aber 
auch wenn wir von extremen Konzentrationswirkungen absehen und 
uns auf niedere Konzentrationen beschränken, welche von gleicher 
Größenordnung sind wie die wirksamen Konzentrationen der Elektro- 
lyte, so ist es doch nur eine erste Annäherung an die wirklichen Verhält- 
nisse, wenn wir die Wirksamkeit der Nichtelektrolyte vernachlässigen. 
Hierüber liegen genauere Untersuchungen von Freundlich und Rona!) 


1) H. Freundlich und P. Rona, diese Zeitschr. 81, 87, 1917. 


158 Y. Hattori: a- und f-Methylglucosid zur Takainvertase. 


Hemmung nach dem Typus des Glycerins oder der Fructose erfolgt. 
Da jedoch eine Hemmung nach dem Typus des Glycerins sich mit Be- 
stimmtheit ausschließen ließ und wir nicht ohne Not dazu greifen wollen, 
noch einen dritten Typus anzunehmen, so darf man wohl als wahrschein- 
lich annehmen, daß die Hemmung der Takawirkung, welche das B-Methyl- 
glucosid ausübt, auf einer Konkurrenz des Glucosids mit der Saccharose 
um die Bindung des Ferments beruht, nur daß diese Bindung nicht 
nach dem Massenwirkungsgesetz wie bei der Hefeinvertase erfolgt. 

Um den Unterschied der Wirkung der Glucoside bei der Invertase 
der Hefe und der Takadiastase noch mehr zu sichern, wurde eine Ver- 
suchsreihe mit Hefeinvertase angestellt, welche den früheren Versuch 
von Michaelis und Pechstein nachprüfen sollte, betreffend die Art der 
Hemmung durch a-Methylglucosid. Die Versuche sind in Tabelle V 
verzeichnet, in ihnen ist sowohl die Konzentration der Saccharose, wie 
die des Glucosids variiert. Zunächst erkennt man durch Vergleich von 
Versuch 1 und 5, daß ß-Methylglucosid keine hemmende Wirkung hat. 
In der vorletzten Spalte ist K, : K berechnet, wobei für K die Dissozia- 
tionskonstante nach Michaelis und Menten zugrunde gelegt wurde, 
= 0,0167. Es mag erwähnt werden, daß selbst bei Einsetzung etwas 
abweichender Werte, wie sie nach den Untersuchungen von Euler und 
Willstätter bei verschiedenen Fermentpräparaten auftreten können, 
das Resultat der Rechnung sich nur unwesentlich ändern würde. Wie 
man sieht, sind die berechneten Werte keineswegs unabhängig von den 
Konzentrationen, sondern variieren zwischen 0,13 und 0,39. Die 
Hemmung erfolgt also nicht nach dem Fructosetypus. Andererseits 
ist in der letzten Spalte das Verhältnis der Geschwindigkeiten mit und 
ohne Glucosid, o ` v, berechnet. Dies ist in den Versuchen Nr. 4, 7 und 9 
innerhalb der Fehlergrenzen das gleiche, und in diesen drei Versuchen 
ist die Konzentration des Glucosids konstant, die der Saccharose aber 
variiert. Erst wenn man die Konzentration des Glucosids variiert, 
ändert sich der Wert v,:v, wie man durch Vergleich von Versuch 2, 3 
und 4 erkennen kann. Dieses Verhalten entspricht dem Glycerintypus 
der Hemmung, und somit ist der Befund von Michaelis und Pechstein 
für die Hefeinvertase bestätigt. 

Zusammenfassend können wir also sagen: Bei Hefeinvertase hemmt 
das ß-Glucosid gar nicht und das a-Glucosid hemmt stark, und zwar 
nach dem Glycerintypus. Bei Takainvertase hemmt das a-Glucosid gar 
nicht, aber das ß-Glucosid hemmt stark. Wir können den Glycerin- 
typus für diese Hemmung mit Sicherheit ausschließen und den Fructose- 
typus zum mindesten für sehr wahrscheinlich ansehen. Der exakte Beweis 
dafür ist deshalb nicht zu erbringen, weil sich bei der Takainvertase 
die Affinität zwischen dem Ferment und dem Substrat nicht in der 
einfachen Weise definieren läßt, wie es beim Hefeferment möglich war. 
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Meine Versuche suchen die Frage zu beantworten, wie die ver- 
` schiedenen Nichtelektrolyte die Wirkung des NaCl auf Eisenhydroxydsol 
- ‚beeinflussen, und ob diese Wirkung in einer erkennbaren Beziehung 
zur Oberflächenaktivität steht. In den Versuchen von Freundlich und 
. Rona wurde der Schwellenwert derjenigen NaCl-Konzentration be- 
stimmt, welche die Flockung soeben herbeiführt, sei es bei Gegenwart 
oder bei Abwesenheit des Nichtelektrolyten. Dies hat den Vorteil, daß 
das Resultat zahlenmäßig ausgesprochen werden kann, aber den Nachteil, 
daß dieser Schwellenwert keine sehr scharf definierte Größe darstellt. 
Ich wählte eine andere Methode, welche zwar keine zahlenmäßigen 
Resultate ergibt, aber dafür im Versuch den Ausschlag sehr sinnfällig 
demonstriert. Eine Eisenhydroxydsolverdünnung wurde mit einer der- 
artigen, durch einen Vorversuch ausprobierten Menge von NaCl versetzt, 
daß allmählich eine deutliche Trübung, aber in absehbarer Zeit keine 
deutliche Flockung eintrat, wenn sonst kein fremder Stoff zugegen 
war, und dieselbe Menge NaCl wurde auch in den Versuchen mit Zusatz 
eines Nichtelektrolyten angewendet. Der Verlauf der Trübung und 
eventuellen Fällung wurde dann verglichen. In den Tabellen ist dieser 
Vergleich durch die Anzahl der den Trübungsgrad wiedergebenden 
Kreuze (+) ausgedrückt, und X bedeutet eine sichtbare Flockung mit 
beginnender Sedimentierung; die Anzahl der x gibt ein Maß für den 
Fortschritt der Ausfällung. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daß alle Substanzen, welche die 
Oberflächenspannung des Wassers gegen Luft vermindern, sensibili- 
sierend wirken, während diejenigen Nichtelektrolyte, welche die Ober- 
flächenspannung nicht beeinflussen oder sogar ein wenig erhöhen, im 
Gegenteil eine schützende Wirkung ausüben. Hierbei ist allerdings zu 
bedenken, daß Stoffe wie Rohrzucker oder Mannit diese schützende 
Wirkung erst in so hohen Konzentrationen ausüben, daß diese Wirkung 
möglicherweise auf eine Erhöhung der Viskosität zurückgeführt werden 
könnte. Jedenfalls bleibt aber als sicher bestehen, daß etwa n/1l0 
Lösungen dieser Stoffe gar keine Wirkung haben, während die sensi- 
bilisierende Wirkung der stark oberflächenaktiven Stoffe, welche ja 
sämtlich schwer löslich sind, schon in so niederen Konzentrationen 
auftritt, in denen von allen physikalischen Eigenschaften der Lösung 
allein die Oberflächenspannung in meßbarer Weise geändert wird. 
Wenn wir versuchen wollen, diese Erscheinung zu erklären, so stehen 
wir vor einer großen Schwierigkeit. Der Deutungsversuch von Freundlich 
und Rona ist folgender: sie gehen von der Tatsache aus, daß die ober- 
flächenaktiven Stoffe in reinem Zustande sämtlich kleine Dielektrizitäts- 
konstanten haben. Die gesättigte Lösung dieser Stoffe ist allerdings so 
dünn, daß man einen meßbaren Einfluß auf die Dielektrizitätskonstante 
an sich nicht annehmen kann. Sie nehmen aber an, daß diese Substanzen 
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vor. Sie arbeiteten mit stark oberflächenaktiven Nichtelektrolyten, 
wie Campher und Thymol, welche in Wasser sehr schwer löslich sind. 
Ihre gesättigten wässerigen Lösungen sind denn auch so dünn, daß sie 
allein keinen Einfluß auf ein Kolloid wie Eisenhydroxydsol erkennen 
lassen. Aber die Autoren zeigten, daß diese Stoffe die Empfindlichkeit 
des Sols gegen Elektrolyte erhöhen, und zwar am deutlichsten, wenn 
man relativ schwach wirksame Elektrolyte wie NaCl anwendet. Die- 
jenige Konzentration von NaCl, welche für die Koagulation des Eisen- 
hydroxydsols soeben erforderlich ist, wird durch die Gegenwart von 
Campher oder Thymol vermindert. Die Ausschläge sind allerdings 
nicht groß, jedoch einwandfrei und sicher reproduzierbar. Es handelt 
sich hier um ein Problem, welches möglicherweise für die Biologie eine 
große Bedeutung hat, und für die Aufklärung der Wirkung der ober- 
flächenaktiven Stoffe, die insbesondere zuerst von I. Traube hervor- 
gehoben wurden, wichtig werden kann. Das Auffällige an der Beob- 
achtung von Freundlich und Rona können wir darin sehen, daß hier 
oberflächenaktive Stoffe auch an solchen Grenzflächen wirksam sind, 
an denen eine Adsorption nicht nachweisbar ist. Wie nämlich Michaelis 
und Rona!) nachgewiesen haben, werden die sogenannten oberflächen- 
aktiven Stoffe, d. h. diejenigen Stoffe, welche die Oberflächenspannung 
des Wassers gegen die Luft vermindern, durchaus nicht von allen Grenz- 
flächen adsorbiert. Von den gewöhnlichen Adsorbenzien der leblosen 
Natur erwies sich nur die Kohle als ein wirklich kräftiges Adsorbens 
für oberflächenaktive Substanzen in wässeriger Lösung. Nur in sehr 
geringem Maße konnte eine Adsorption nachgewiesen werden bei 
Schwefel, und nur spurenweise bei Talkum oder Cellulose. Alle anderen 
untersuchten Substanzen zeigten keine Spur Adsorptionsvermögen, 
selbst solche, welche geeignete Elektrolyte, wie organische Farbstoffe, 
stark adsorbierten. Insbesondere wurde dies gerade auch für Eisen- 
hydroxyd nachgewiesen. Dasselbe ist zwar ein ausgezeichnetes Adsorbens 
für alle sauren Farbstoffe, adsorbiert aber nicht einmal die allerober- 
flächenaktivsten Stoffe wie Heptyl- oder Octylalkohol in den ge- 
ringsten Spuren, nicht einmal, wenn das Adsorbens im Zustande der 
denkbar feinsten Verteilung einer kolloidalen Lösung ist, wie durch die 
Methode der Kompensationsdialyse gezeigt werden konnte. Da die 
quantitative Analyse der oberflächenaktiven Stoffe vermittelst der Sta- 
lagmometrie außerordentlich empfindlich ist, kann man die Bew .iskraft 
dieser Versuche um so höher anschlagen. Wir stehen also vor der sonder- 
baren Tatsache, daß oberflächenaktive Stoffe selbst an solchen Grenz- 
flächen, von denen sie nicht absorbiert werden, eine erkennbare Wirkung 
ausüben. Diese Tatsache erschien einer allgemeineren Nachprüfung wert. 





1) L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 102, 268, 1920. 
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Meine Versuche suchen die Frage zu beantworten, wie die ver- 
schiedenen Nichtelektrolyte die Wirkung des NaCl auf Eisenhydroxydsol 
beeinflussen, und ob diese Wirkung in einer erkennbaren Beziehung 
zur Oberflächenaktivität steht. In den Versuchen von Freundlich und 
Rona wurde der Schwellenwert derjenigen NaCl-Konzentration be- 
stimmt, welche die Flockung soeben herbeiführt, sei es bei Gegenwart 
oder bei Abwesenheit des Nichtelektrolyten. Dies hat den Vorteil, daß 
das Resultat zahlenmäßig ausgesprochen werden kann, aber den Nachteil, 
daß dieser Schwellenwert keine sehr scharf definierte Größe darstellt. 
Ich wählte eine andere Methode, welche zwar keine zahlenmäßigen 
Resultate ergibt, aber dafür im Versuch den Ausschlag sehr sinnfällig 
demonstriert. Eine Eisenhydroxydsolverdünnung wurde mit einer der- 
artigen, durch einen Vorversuch ausprobierten Menge von NaCl versetzt, 
daß allmählich eine deutliche Trübung, aber in absehbarer Zeit keine 
deutliche Flockung eintrat, wenn sonst kein fremder Stoff zugegen 
war, und dieselbe Menge NaCl wurde auch in den Versuchen mit Zusatz 
eines Nichtelektrolyten angewendet. Der Verlauf der Trübung und 
eventuellen Fällung wurde dann verglichen. In den Tabellen ist dieser 
Vergleich durch die Anzahl der den Trübungsgrad wiedergebenden 
Kreuze (+) ausgedrückt, und x bedeutet eine sichtbare Flockung mit 
beginnender Sedimentierung; die Anzahl der x gibt ein Maß für den 
Fortschritt der Ausfällung. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daß alle Substanzen, welche die 
ÖOberflächenspannung des Wassers gegen Luft vermindern, sensibili- 
sierend wirken, während diejenigen Nichtelektrolyte, welche die Ober- 
flächenspannung nicht beeinflussen oder sogar ein wenig erhöhen, im 
Gegenteil eine schützende Wirkung ausüben. Hierbei ist allerdings zu 
bedenken, daß Stoffe wie Rohrzucker oder Mannit diese schützende 
Wirkung erst in so hohen Konzentrationen ausüben, daß diese Wirkung 
möglicherweise auf eine Erhöhung der Viskosität zurückgeführt werden 
könnte. Jedenfalls bleibt aber als sicher bestehen, daß etwa n/l0 
Lösungen dieser Stoffe gar keine Wirkung haben, während die sensi- 
bilisierende Wirkung der stark oberflächenaktiven Stoffe, welche ja 
sämtlich schwer löslich sind, schon in so niederen Konzentrationen 
auftritt, in denen von allen physikalischen Eigenschaften der Lösung 
allein die Oberflächenspannung in meßbarer Weise geändert wird. 
Wenn wir versuchen wollen, diese Erscheinung zu erklären, so stehen 
wir vor einer großen Schwierigkeit. Der Deutungsversuch von Freundlich 
und Rona ist folgender: sie gehen von der Tatsache aus, daß die ober- 
flächenaktiven Stoffe in reinem Zustande sämtlich kleine Dielektrizitäts- 
konstanten haben. Die gesättigte Lösung dieser Stoffe ist allerdings so 
dünn, daß man einen meßbaren Einfluß auf die Dielektrizitätskonstante 
an sich nicht annehmen kann. Sie nehmen aber an, daß diese Substanzen 
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von den Grenzflächen adsorbiert werden, und in denjenigen Konzen- 
trationen, in denen sie in den Grenzschichten vorhanden sind, einen 
solchen Einfluß auf die Dielektrizitätskonstante doch haben. Infolge- 
dessen glauben sie, daß die elektrostatische Wirkung der beiden Lagen 
der elektrischen Doppelschicht an der Grenze der Teilchen durch die 
adsorbierten Stoffe in dem Sinne beeinflußt werde, daß der Potential- 
unterschied der Doppelschicht verkleinert wird. 

Dieser Theorie steht aber die Schwierigkeit im Wege, daß eine 
solche Adsorption nicht nachweisbar ist. Wir müssen uns also, ohne 
eine ausreichende Theorie zu geben, mit der bloßen Tatsache begnügen. 
Biologisch ist sie aus folgendem Grunde von Interesse: es gibt zahl- 
reiche chemische Stoffe, welche in chemischer Beziehung äußerst 
indifferent sind, aber trotzdem eine starke Wirkung auf die lebenden 
Zellen ausüben, die man unter dem etwas unbestimmten Begriff der 
Narkose zusammengefaßt hat. Der Mechanismus dieser Wirkung wurde 
zum erstenmal durch die Lipoidtheorie von Overton und H. H. Meyer 
zu erklären versucht, indem sie die Lipoidlöslichkeit dieser Stoffe als 
Vorbedingung für ihr Eindringen in die Zelle ansahen. Diese Theorie 
wurde abgelöst durch die Theorie der Oberflächenaktivität von I. Traube; 
eine Entscheidung zwischen beiden Theorien war nicht möglich, weil 
im allgemeinen Lipoidlöslichkeit und Oberflächenaktivität einander 
parallel gehen. Man kann nun als dritte Eigenschaft, welche jenen zwei 
anderen im allgemeinen auch ziemlich parallel geht, die sensibilisierende 
Wirkung auf die Kolloide betrachten. Daß die oberflächenaktiven 
Stoffe Fällungen in Kolloidlösungen hervorrufen können, zeigte 0. War- 
burg für den Hefepreßsaft. Offenbar ist dies ein allgemeiner Fall der 
sensibilisierenden Wirkung. Je allgemeiner es gelingt, einen solchen 
Vorgang nachzuweisen, um so wahrscheinlicher wird es, daß nicht 
eigentlich die Lipoidlöslichkeit und nicht die Adsorption an der Zell- 
membran die maßgebliche Eigenschaft für die biologische Wirksamkeit 
ist, sondern die Fähigkeit, eine Zustandsänderung kolloidaler Systeme, 
wie es auch die Zellen sind, herbeizuführen. 


Versuchsanordnung. 

Die Versuche gelingen nur mit gut dialysiertem Eisenhydroxydsol. 
Mit unvorbereitetem käuflichen Sol sind die Ausschläge der Sensi- 
bilisierung sehr gering. In Vorversuchen wurde ausprobiert, welche 
Konzentration von NaCl die günstigste ist, um die Sensibilisierung 
durch Campher und Thymol zu demonstrieren. Jeder Einzelversuch 
enthält ein Gesamtvolumen von 25ccm, wovon 2cem Liquor ferri 
oxydati sind. Als günstigste Konzentration des NaCl erwies sich ein 
Zusatz von 3ccm n NaCl-Lösung. Diese Konzentration erzeugt in 
absehbaren Zeiten keine Flockung, aber eine starke Trübung, bei Gegen- 
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wart von Campher und Thymol jedoch eine deutliche Fällung. Nach 
Ausprobierung der günstigsten NaCl-Konzentration wurden die in den 
folgenden Tabellen vermerkten Versuche angestellt. 


Tabelle I. 


Jeder Versuch enthält 2ccm gut dialysierte Liquor ferri oxydati, 3 ccm 

n NaC]l-Lösung und 20 ccm einer wässerigen Lösung verschiedener Stoffe. 

In der folgenden Tabelle ist nur die Art und Konzentration des in diesen 
20 com enthaltenen Stoffes angegeben. 


Resultat Tc n Äthyl» 
nach Wasser alkobol 
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Über das Wesen der Autolyse. 


II. Mitteilung: 
Über die Einwirkung von Jod auf die Organautolyse. 


Von 
0. Steppuhn und L. Utkin-Ljubowzoff. 


(Aus der Abteilung für experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
staatlichen chemo-pharmazeutischen Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1924.) 


In unserer ersten Mitteilung!) haben wir über die Einwirkung von 
Jod auf die Hefeautolyse berichtet. Wir haben zeigen können, daß 
bei Beobachtung bestimmter Konzentrationsverhältnisse Jod die 
Hefeautolyse fördert; ein weiterer Jodzusatz führt jedoch zur Hemmung 
der Proteolyse — wir nahmen an — durch Jodierung des Substrats. 
Wir wollen hier nicht näher darauf eingehen, ob dieser letzte Punkt 
zu Recht besteht; über diese Frage wie auch über den eigentlichen 
Mechanismus der anfänglichen Jodförderung wird der eine von uns 
zu berichten Gelegenheit nehmen. 

Es muß jedoch besonders hervorgehoben werden, daß unsere 
Versuche der vorigen Mitteilung die Interpretation der fördernden 
Wirkung durch die Jodierung ungesättigter Fettsäureverbindungen 
im Sinne Joblings verneinen mußten. Dieses ist wichtig, denn damit 
wird der Annahme, daß die fördernde Jodwirkung auf der Brachlegung 
eines „Antiferments‘ im Sinne Joblings beruht, wenigstens eine Stütze 
entzogen. ` 

Neuere Versuche lassen über die Beeinflussung eines Antiferments 
durch Jod — unabhängig davon, ob das Antiferment ein Stoff oder 
Zustand ist — weitere Zweifel auftauchen. 

Wie bekannt, autolysiert Serum entweder gar nicht oder sehr 
schwach. Dieses konnten wir vielmals bestätigen. Allerdings ist wohl 
in den meisten Fällen eine, wenn auch sehr geringe Autolyse zu beob- 
achten, wenn man lange genug autolysiert und mikrochemisch den 
Rest-N-Zuwachs bestimmt; dazwischen kommen aber auch Sera vor, 


1) O. Steppuhn und L. Utkin-Ljubowzo/f, diese Zeitschr. 140, 17, 1923, 
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die keine Spur einer Autoproteolyse zeigen. Die Erklärung dafür liegt 
wohl sicher nicht in einem Mangel des Serums an proteolytischen 
Fermenten, denn schüttelt man das Serum mit Chloroform, Aceton, 
Stoffen der Phenolgruppe, oder mit Kieselgur, Kaolin, Talkum usw.!), 
so lassen sich die proteolytischen Fermente des Serums bloBlegen. 

Gerade die Behandlung des Serums mit Chloroform dient ja Jobling 
zu seiner Proteasebestimmung im Serum. Ob nun die Hemmung der 
Proteolyse im nativen Serum durch einen richtigen Antikörper (Anti- 
trypsin) oder durch den besonderen Zustand der kolloidalen Serum- 
komplexe bedingt wird. Tatsache ist es, daß natives Serum anti- 
proteolytische Eigenschaften besitzt. Wäre die Jodwirkung gegen diese 
Eigenschaft gerichtet, dann müßte durch Jodbehandlung eines eben 
gar nicht autolysierenden Serums die Autoproteolyse sichtbar gemacht 
werden. Wie aus der Tabelle III zu sehen ist, tritt aber dieses nicht 
ein: autolysiert das Serum überhaupt nicht, dann kann es auch durch 
Jod nicht zur Autolyse gezwungen werden, die antiproteolytische 
Eigenschaft des Serums bleibt intakt. Daß aber auch die Serum- 
autolyse, wenn sie überhaupt vorhanden ist, durch Jod anfänglich 
gefördert und bei weiterem Jodzusatz wieder gehemmt wird, zeigen 
die Versuche in Tabellen I und II. 

Es wurden je 3cem Serum in kleine Erlenmeyerkölbchen (Volumen 
= 30 ccm) eingetragen. Nach Hinzufügen von 5 ccm Wasser wurde langsam 
und vorsichtig, wie es in unserer vorigen Mitteilung beschrieben, mit n/100 
Jodlösung jodiert. Die Volumina wurden mit Wasser ausgeglichen, die 
Flüssigkeit mit Thymolpulver in Substanz versetzt und der Autolyse bei 


37° überlassen. Zur Rest-N-Bestimmung wurde mit Kupfersulfat-Natron- 
lauge oder Tannin enteiweißt. . 


Tabelle I. 
3ccm Kaninchenserum enthält 1,15 mg Rest-N. 
Dauer der Autolyse 7 x 24 Stunden. 


Ken ) l Rest ` Rest, Relativer 
Litera | Milieu | = | Zuwachs | Zuwachs | 
„ + lecm n/1l0J. 

C » +2 „ 100 J. 
D a +3 „ n/10J. 
Vergleicht man die Rest-N-Werte am Anfang und am Schluß 
des Versuchs, so wird das Vorhandensein einer Autolyse augenscheinlich, 
dagegen liegen die Zahlen für die Jodbeeinflussung der Autolyse recht 
nahe beim Normalwert und könnten vielleicht noch in den Bereich 
eines Versuchsfehlers fallen. Tabelle II läßt diese Zweifel schwinden. 

















1) Literaturzusammenstellung siehe M. Schierge, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 82, H. 1/4, S. 142. 
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Tabelle II. 3ccm Kaninchenserum enthält 1,72 mg Rest-N. 
Dauer 6 x 24 Stunden. 


en ern 


a er. | RestN Rest:N. Relativer 
| mg Zuwachs Zuwachs 
A 100 


Wasser. 220... 1,89 











B „ +2oom n/100J. 
C „ +3 „ n/]l10J. 
In diesem Versuch ist die Autolyse gering, dagegen die Jodwirkung 
ganz augenscheinlich. Bei 2 ccm n/100 Jod wird die Norm um 65 Proz. 
überschritten, ein weiterer Jodzusatz führt genau wie bei der Hefe- 
autolyse zu einer Hemmung. Tabelle III zeigt einen Versuch, wo 
die Autolyse überhaupt nicht eintritt, die antitryptischen Eigen- 
schaften des Serums sind so ausgesprochen, daß die Proteolyse nicht 
imstande ist, sich zu offenbaren, dann hilft auch keine Jodeinwirkung, 
der Rest-N-Wert bleibt unverändert. 


Tabelle III. 3ccm Kaninchenserum enthält 1,37 mg Rest-N. 
Dauer 6 x 24 Stunden. 


II Se E E E EE 
Litera | Milieu | ag Zuwachs 
= e en nn nn Fee 














A | Wasser... .. er 1,38 0,01 
B „ + 1cem n/10J. 1,38 0,01 
C | ” 4+3 „ n10J. 1,37 0,00 


Wir sind uns dessen klar, daß auch durch diesen Versuch nicht 
endgültig der Beweis erbracht ist, daß die fördernde Jodwirkung nicht 
auf einer Hemmung der antitryptischen Serumeigenschaften beruht; 
eine gewisse Sicherheit ist aber damit gewonnen, die uns gestatten soll, 
von unseren in vitro-Versuchen auf in vivo-Versuche überzugehen. 
Auf diese Ausblicke unserer weiteren Untersuchungen soll weiter noch 
näher eingegangen werden; vorerst mögen aber die Versuche folgen, 
welche zeigen, daß genau wie bei der Hefeautolyse die Organautolyse 
auch durch gewisse Jodkonzentrationen gefördert, durch höhere Kon- 
zentrationen gehemmt wird. 

Die Versuchsanordnung war wie folgt: Die Leber eines entbluteten 
und von der vena jugularis durchgespülten Kaninchens wurde in kleine Stück- 
chen geschnitten und im Mörser zerstampft und verrieben. Der dünne Brei 
wurde durch ein Nickelsieb oder Mull geschlagen. 40 g der so bearbeiteten 
Masse wurden im Meßzylinder mit Wasser auf 200 ccm aufgefüllt und die 
erhaltene Suspension nach guter Mischung zu je 20 ccm in Erlenmeyer- 
kölbchen eingetragen; somit enthielt jedes Kölbchen 4g Leber. Die 
Jodierung wurde mittels einer n/20 Jodlösung (in JK) vorgenommen, und 
zwar unter Beibehaltung aller jener Vorsichtsmaßregeln, auf die wir in 
unserer vorigen Mitteilung (l. c.) einzugehen Gelegenheit hatten. In jeder 
Versuchsreihe dienten zwei Kölbchen zur Bestimmung des anfänglichen 
Rest-N-Wertes, die übrigen wurden unter Toluolschutz bei 37° der Autolyse 
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überlassen. Die Abscheidung des koagulablen Stickstoffs wurde nach 
Barnstein mittels Kupfersulfat-Natronlauge durchgeführt. Der Filtrat- 
stickstoff nach einem bei uns üblichen Halb-Mikrokjeldahlverfahren be- 
stimmt. 
Tabelle IV. 
20 ccm Leberemulsion (= 4g Leber) enthalten 5,6 mg Rest-N. 
Dauer 69 Stunden. 














Li | Mili ` ` Rest, N | ` Bet,  Relstiver 
itera | ilieu mg | Zuwachs ` Zuwachs 
A — Wasser. 2.2222... 17,1 11,5 100 
B „ +lcem nj% . 22.6 170 148 
C | Lä, n®@J . 25,5 199 : 13 
D, 5, +3 ù n2J. 23565 179 160 


Wie bei der Hefeautolyse, tritt eine fördernde Jodwirkung deutlich 
zutage; schon bei Leem n/20 Jod haben wir ein Plus an 48 Proz.. 
welches bei 2 com bis auf 73 Proz. steigt. Ein weiterer Jodzusatz 
führt zur Hemmung: der Überschuß von 56 Proz. ist sicherlich im 
Kompensationswert aus der noch bestehenden Förderung und bereits 
eingetretener Hemmung. Diese allgemeine Regel: erst Förderung, 
dann Hemmung, gilt in allen Fällen, jedoch verläuft zahlenmäßig jede 
Autolyse ganz individuell. Die nächsten zwei Tabellen zeigen einen 
der Hefeautolyse täuschend ähnlichen Verlauf: nur bei einer Jod- 
konzentration ist eine Förderung zu beobachten, weiterer Jodzusaiz 
läßt die Zahlen bis zur Norm oder auch unter die Norm fallen, bei 
noch weiterer Erhöhung der Jodkonzentration ist eine ganz ausge- 
sprochene Hemmung zu verzeichnen. 


Tabelle V. 
20 ccm Leberemulsion (= 4g Leber) enthalten 5,0 mg Rest-N. 
Dauer 67 Stunden. 


ll E m tn nn u = — — Pe o e mn 





Keess Milieu Rest-N Regte; Relativer 
a a en më Zuwachs ` j _ Zuwachs 
- A Wasser... 2.2.2.0. 16,2 11,2 | 100 

B sw +1lcem nj20J . ` 18,6 | 13,6 121 

C „ +2 „ n20J . Ä 15,5 | 10,5 | 94 

D » +3 „ n20J . | 12,9 7,9 | 71 
Tabelle VI. 


20 ccm Leberemulsion (= 4g Leber) enthalten 5,9 mg Rest-N. 
Dauer 69 Stunden. 











ZE? | Milieu | Rest-N ` RestNs Relstiver 
| mg | Zuwachs Zuwachs 
A Wasser... 2.22.20. l 17,4 11,5 100 
B „ +1 cem n/20J | 21,2 15,3 133 
C „ +2 „ n?20J 17,6 11,7 102 
D | „ +3 „ n2% . | 15,6 9,7 84 
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In den eben angeführten zwei Versuchen konnte eine bestimmte 
Jodkonzentration erfaßt werden (= Leem n/20 Jod), welche noch 
ausgesprochen fördernd wirkt. Es mag ein weiterer Versuch den Fall 
illustrieren, wo die fördernde Konzentration ‚verpaßt‘‘ wurde. Dieselbe 
Menge Jod (lccm n/20 Jod) rief in derselben Menge Leberemulsion 
bereits eine Hemmung hervor. Augenscheinlich liegt in diesem Falle 
die fördernde Jodkonzentration zwischen 0 und Leem n/20 Jod für 
20 ccm Emulsion (= 4g Leber). 


Tabelle VII. 
20 ccm Leberemulsion (= 4g Leber) enthalten 3,4 mg Rest-N. 
Dauer 92 Stunden. 





Rente, Relativer 
_ Zuwachs Zuwachs 
120 |; 100 
107 ` 89 
6,2 52 
53 44 





Auch auf die Autolyse anderer Organe, höchstwahrscheinlich aller 
Organe, übt Jod eine fördernde Wirkung aus. 


Kaninchenniere wurde, wie es für die Leber beschrieben, verarbeitet. 
10 g Gesamtorgan (durch Nickelsieb geschlagen) wurde in 75 ccm Wasser 
suspendiert. Zu jedem Versuch wurden 10 eem Emulsion verwendet. 


Tabelle VIII. 
10 cem Nierenemulsion (= 1,33 g Niere). Anfangs-Rest-N nicht bestimmt. 
Dauer 92 Stunden. 


x | s Rest:N Relativer 
Litera Miisu + mg Autolysezuwachs 











A 02 

B + 0,5 com n/20J. | 129 

C + L „ ni2. | 3,7 119 
Kaninchenlunge. 15 g in 100 ccm Wasser. Zu jedem Versuch 10 ccm. 


Tabelle IX. 
10 ccm Lungenemulsion (= 1,5g Lunge) enthalten 1,10 mg Rest-N. 
Dauer 68 Stunden. 











En | Rest-N Rest, Relstiver 

Litera Milieu | es Zuwa chs Zuwachs 
A Wasser... 222020. 255 | 1,45 | 100 
B „ +0,5ccm nj20J. 3.30 2.20 | 152 
C TU, n20. | 3% 3.05 141 





‚Ergänzend prüften wir die Binwiruag von Jod auf die tryptische 
Spaltung von Casein. 


+ 
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In vier Erlenmeyerkölbchen à 100 mg sehr fein verriebenes Casein eim- 
getragen, je Beem Wasser und wechselnde Mengen n/100 Jod hinzugefügt. 
Die Kölbchen wurden stehengelassen, bis alles Jod verschwunden war. Die 
Jodbindung geht sehr langsam vonstatten, sodann wurden in jedes Kölbehen 
je Beem Phosphatpuffer (pe = 7,7) und je l cem Trypsinlösung 2: 1000 
hinzugegeben. Unter Toluolschutz kamen die Proben für 22 Stunden ın 
den Thermostaten bei 37°. 














Tabelle X. 
Litera | Jodierung Ben 
mg e 
A | 00com n/100J..... 6,60 
B 05 „ DU... 6,00 
C | 10 „ n10J..... 5,60 
D | 15 „ n/10JI ..... 5,17 


Aus dem Versuch geht hervor, daß die tryptische Caseinspaltung 
unter dem Einfluß von Jod nicht gefördert, sondern gehemmt wird. 

Summierend können wir also sagen, daß Jod in gewissen Kon- 
zentrationen die Organautolyse fördert. So weit das Serum überhaupt 
noch autolysabel ist, offenbart sich dort diese Jodwirkung. Ist aber 
die Serumautolyse durch die antiproteolytische Fähigkeit des Serums 
gehemmt, dann ist auch Jod unfähig, die Eiweißspaltung in Gang zu 
bringen. Dieser letzte Umstand mag darauf hinweisen, daß die Jod- 
wirkung nicht eine Schwächung des ‚Antitrypsins‘ bedeutet. Bestärkt 
wird diese Annahme dadurch, daß die gut ausgewaschenen, also vom 
Blute befreiten Organe nicht Träger der antiproteolytischen Eigen- 
schaften des Serums sein können, auch nicht im Joblingschen Sinne, 
was aus unserer vorigen Mitteilung hervorgeht und auch neuerdings 
durch Schierge (l.c.) bestätigt wird, und trotzdem ist gerade die 
Jodierung bei der Örganautolyse besonders augenscheinlich. Alle 
diese Feststellungen hätten vielleicht kein großes Interesse, wenn 
daraus erwachsende Schlußfolgerungen und Fragestellungen nicht auf 
den lebenden Organismus übertragen werden könnten. Dieses scheint 
uns aber von besonderer Bedeutung. 

Wie bekannt, wird die typische tryptische Verdauung ebensogut 
wie die Organautolyse (Eiweißspaltung) durch Serum gehemmt; wir 
wollen diese Eigenschaft kurzerhand, wie es auch üblich, als Anti- 
trypsin bezeichnen, wenn diese Eigenschaft auch nur „Zustand“ und 
kein „Körper“ sein mag. Würde bei Einführung kleinster Jodgaben 
in den Blutstrom auf die eine oder andere Weise eine erhöhte Eiweiß- 
spaltung zu beobachten sein, dann wüßte man. nicht, bei welchen 
proteolytischen Fermenten das Jod eingreift, wenn die Jodwirkung 
gegen das Antitrypsin gerichtet wäre; es könnten dadurch eben alle 
Proteasen der Gewebe wie auch des Serums ihre Tätigkeit steigern. 
Wenn aber, wie oben dargelegt, nicht das Antitrypsin durch Jod ge- 
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hemmt wird und andererseits, wie wir feststellen konnten, die Trypsin- 
spaltung nicht durch Jod gefördert, eher gehemmt wird, so könnte 
eine direkt eintretende Förderung in vivo, so anders erfaßt, nur durch 
die Förderung derjenigen Fermente erklärt werden, die auch im post- 
mortalen Prozeß sich offenbaren. Hieran knüpft sich aber die Grund- 
frage, die wir bereits kurz in unserer vorigen Mitteilung streiften. Ist 
die in vivo tätige Organprotease mit dem ‚auioproteolytischen‘‘ Ferment, 
welches wir nur aus postmortalen Vorgängen kennen, identisch?! Trotz- 
dem, daß dieses ziemlich allgemein angenommen wird, steigen ent- 
schieden Bedenken dagegen auf. Die Zelle muß über Vorrichtungen 
verfügen, ihre Zellbausteine rasch und gründlich umzuordnen, eine 
solche Umordnung ist nicht nur an Ort und Stelle von der größten 
Bedeutung, wir wissen, daß die Organe sich in diesem Sinne hilfreich 
unterstützen, es treten Eiweißbausteine aus der Zelle, um an entfernten 
Orten zusammenzutreten — die bekannten Miescherschen Versuche 
am laichenden Lachs sind dafür schlagendes Beispiel. 

Nun können aber solche Prozesse nur dann energisch verlaufen, 
wenn entsprechende Bedingungen durch einen Optimumzustand ge- 
schaffen werden können. Was den autoproteolytischen Prozeß an- 
betrifft, so liegt sein Optimum bei einer physiologisch undenkbar sauren 
Reaktion (pe = 3,8), wie es Rona und Myslowitzer!) neuerdings haben 
nachweisen können. Dieselben Forscher stellten aber fest, daß dabei 
prozentual sehr wenig Amino-N gebildet wird, es werden hauptsächlich 
höhere Komplexe aus dem Eiweiß herausgespalten; sie kommen zu 
dem Schluß, daß wir es bei der Autolyse mit Fermenten der Pepsin- 
gruppe zu tun haben. Und doch haben Rona und Myslowitzer mit 
Lebern gearbeitet, die nicht vorher vom Blute befreit waren, also 
mußten die Bluttryptasen mit in das Autolysat gelangen. Mag sein, 
daß diese Tryptasen durch ein vorhandenes Antitrypsin gedeckt waren, 
es kann ja aber auch sein, und darauf weisen unsere neueren Versuche 
hin, daß gerade im Laufe: der Autolyse unter solchen Bedingungen 
das Antitrypsin zerstört wird, und dann läßt sich bei einer Pufferung 
Pu = 7,7 eine recht bedeutende Eiweißspaltung offenbaren. Aber 
auch gut ausgewaschene Organe autolysieren, wie wir des öfteren 
beobachteten, bei pe = 7,7 noch ganz deutlich, was für ein Pepsin 
nicht ganz charakteristisch ist. Übrigens kam Dernby zu ganz anderen 
Schlüssen, was wohl durch eine von Rona und Myslowitzer ab- 
weichende und ihre vielleicht nicht ganz einwandfreie Methodik zu 
erklären ist. 

Wie dem aber auch sein mag, daß die Autolyse nicht ein getreues 
Spiegelbild der in vivo vor sich gehenden Prozesse zu sein braucht, 


1) Diese Zeitschr. 140, 517, 1923. 
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darauf wurde öfters hingewiesen, und von rein theoretischem Stand- 
punkt ist es schwer sich vorzustellen, was die Zelle nur mit einem 
„Pepsin“ anfangen soll, welches weder niedrig gebaute Eiweißstücke, 
mit welchen bequem neue Synthesen vollzogen werden können, noch 
eine ausgiebige Arbeit bei der Säftealkalinität zu offenbaren imstande 
ist (Rona und Myslowitzer, Lei Wir wollen hier nicht auf die daraus 
erwachsende teleologische Frage eingehen: wozu denn überhaupt in 
der Zelle Fermente vorhanden sein können, die wenigstens bei post- 
mortaler Proteolyse ein so saures Optimum haben. 

Haben wir somit gefunden, daß durch Jod der autolytische Prozeß 
in seiner Gesamtheit spezifisch gefördert wird, nicht aber der tryptische, 
und daß die Förderung nicht auf einer Hemmung des Antitrypsins 
beruht, so kann durch Einführung kleiner Gaben Jod die Frage der 
Entscheidung näher gebracht werden, ob das autolytische Ferment 
‚auch in vivo als Organprotease tätig ist: es müßte dann auch in vivo 
bei Aufführung passender Bedingungen und bei Ausschluß aller An. 
direkten‘ Jodwirkungen eine erhöhte Eiweißspaltung beobachtet 
werden. Diesbezügliche Versuche sind im Gange. 











Chemische und physiologische Untersuchungen über Wismut. 


V. Mitteilung: 
Über die Ausscheidung intramuskulär und subkutan verabreichten Wismuts. 


Von 


L. Kürthy (Budapest). 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universität Basel.) 
(Eingegangen am 22. Juni 1924.) 


In der vorhergehenden Mitteilung habe ich in Gemeinschaft mit 
Herrn Dr. Hans Müller gezeigt, daß erhebliche Quantitäten Wismut 
einem Hunde per os zugeführt werden können, ohne daß es zu einer 
Vergiftung kommt, dabei betrug die Gesamtausscheidung kaum ein 
Drittel des zugeführten Wismuts. Gelegentliche Untersuchungen am 
Harn von Patienten der hiesigen Hautklinik, welc} intramuskulär 
Wismut erhalten hatten, zeigten, daß im Gegensatz zu der Zuführung 
per os bei dieser Applikationsart die Ausscheidung im Harn relativ 
erheblich war verglichen mit derim Kote. Da die Frage der Ausscheidung 
des Wismutmetalles sowohl von theoretischen wie von praktischen 
Gesichtspunkten aus wichtig erscheint, bin ich dieser Frage noch 
systematisch nachgegangen und habe deshalb i. : Tierexperiment den 
Einfluß der Applikationsart auf die Ausscheidung studiert. 

Meine ersten Versuche betrafen die Ausscheidung des ‚Oleobi“, 
das von der hiesigen Firma Hoffmann, La Roche & Co. in den Handel 
gebracht wird und mir von Herrn Dr. M. Guggenheim in dankens- 
werter Weise zur Verfügung gestellt wurde. Ich habe, wie aus Tabelle I 
ersichtlich ist, an vier aufeinanderfolgenden Tagen in steigenden Dosen 
im ganzen 1 g Wismut injiziert, was der Hund ausgezeichnet gut vertrug. 
Ich habe dann einen Monat hindurch die tägliche Ausscheidw°" des 
Wismuts im Harn und Kot quantitativ bestimmt. Die Werte sind 
aus Tabelle I ersichtlich. Wie man aus den Zahlen sieht, ist die 
Ausscheidung im Kote in den ersten Tagen ziemlich beträchtlich, um 
dann aber abzunehmen, im Harn hält sie sich nach einer. anfänglichen 
Steigerung sehr bald auf einer mittleren Höhe, um dann später einen 
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Tabelle I. 
Vom | 
P chiedenen Bi |. 
sind enthalten 







Datum 











— — | 19. IIT. 

1,26 64,6 920 d 19. bis 20. ITI. 
1,66 71,7 1250 | 20. „ 21. III. 
1,87 20,5 21. „ 22. III. 
3,49 || Verstopfung 199. „ 23.IIl. 
1,89 0 23. „ 24.111. 
7,46 || Verstopfung 24. „ 25. III. 
8,12 44, | 25. „ 26. III. 
5,94 13,8 ı 26. „ 27. IIl. 
5,12 20,3 | 27. „ 28. TII. 
2,83 30,8 28. „ 29. III. 
24,3 29. 31. III. 

| Verstopfung 31. Ur bis 1. IV. 
| 40.8 |! 1.bis 2.IV. 
| 18,0 2. „ 3.IV. 
43,6 8, GIN, 
25,1 4. BIN. 
Verstopfung | 5 „ GIN 
33,3 Bes 72V. 
Verstopfung | 1. sw BIV. 
29,7 "Be HIN, 
Verstopfung ' 9. „ 10.IV. 
‚10. „ 11.IV. 
‚26 | Verstopfung ‚11. „ 12. IV. 
| d 19. - Lë IN. 
ı 22,7 | 13. „ 15. IN. 
37,6 ‚15. „ 16. IV. 
Verstopfung ‚16. „ 17.1IV. 


| Total v.20. TI. bis 17.IV. 


gleichmäßigen Grad einzuhalten. Im ganzen betrug während der 
30 Tage, während deren ich die Ausscheidung untersuchte, die Ge- 
samtmenge im Harn 58,8 Proz. ünd nur 41,2 Proz. im Rote, im 
ganzen aber auch nur etwa 20 Proz. der zugeführten Menge. Es wurde 
also die eingeführte Menge nur sehr langsam vom Körper eliminiert, 
es gelang demnach mit Hilfe dieser intramuskulären Injektion ein wirk- 
sames Depot im Körper zu erzielen. Ich habe mich weiter bis Ende 
Mai durch gelegentliche Untersuchungen überzeugt, daß die Wismut- 
ausscheidung im Harn anhielt. Dies scheint bei allen Applikations- 
arten zuzutreffen, denn auch bei dem in der vierten Mitteilung er- 
wähnten Hunde, derWismut per os erhalten hatte, war eine Ausscheidung 
des Metalles noch nach drei Monaten feststellbar. 

Durch die Freundlichkeit der Sächsischen Serumwerke, Dresden, 
stand mir endlich noch ein weiteres Präparat zur Verfügung, nämlich 
das sogenannte Bismokutan, das, wie mir angegeben wurde, das Wismut 
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Tabelle II. 











Vom 
ausgeschiedenen Bi 
| sind enthalten 









Datum 


























0190) — | — = = | — | — Iw 

0,190 | 8,93 |Spuren 4,8 | 1180| — — || 12. bis 13, V. 
0,190 | — | 1,13 || Verstopfung | 950 88,8 | 11,2 | 13. „ 14V. 
0,190 ` 1983| 1,22 43,3 2 | 58 | 14 „15V 
0,190 | 13,70| 1,45 38,7 96 || 15. „ 16.V 
0.190 | 46,29| 1,77 32,6 3,7 16. „ 17.V 
0,190 . 37,49 | 2,60 25,9 6,5 | 17. „ 18V. 
— || 36,97 | 2,41 24,6 6,1 | 18. „ 19.V. 
0,190 | 58,27| 2,28 32,3 3,8 | 19. „ 20.V. 
0,190 | — — || Verstopfung — 20. „ 21. V. 
0190 | 64,40| 2,74 53,0 41 || 21. „ 22. V. 
0,190 | — 2,66 || Verstopfung — 22. „ 23. V. 
= | 67,82| 2,91 7,6 | 23. „ 24.V. 
— i 63,18| 217 28,6 33 | 24. „ RV. 
— | — 2,31 || Verstopfung — 25. „ 26. V. 
0,380 | 51,62| 2,12 7,9 | 26. „ 27.V. 
— || 64,38| 3,39 5,0 | 27. „ 28.V. 
— | 56,17) 3,85 6,4 | 28. „ 30.V. 
= | 29,22] 228 7,2 | 30. „ 31.V. 
— | 26,64| 1,85 6,5 || 31. V. bis 1. VI. 
= | 2243| 1,26 53 || 1. bis 2. VI. 
— | 2119| 118 53 | 2 „ 3 VI 
2,47 |688,63| 41,58 | 6,7 || Total vom 13.V. bis3.V1. 





nicht wie bei den Seignettesalz-Wismutlösungen als Bismutylradikal, 
sondern als Bismution enthält. Mit Hilfe dieses Präparats gelang 
es mir leicht, Wismut durch Verreiben auf der Haut dem Versuchs- 
hunde beizubringen. Ich habe, wie aus Tabelle II hervorgeht, in 
täglichen Dosen von 0,19g zunächst innerhalb 11 Tagen dem Tiere 
2,09g einverleibt und ihm dann auf einmal 38cg beigebracht, da 
der Hund, abgesehen von einer vorübergehenden Verstopfung (wie sie 
auch bei den anderen Wismutpräparaten und sogar stärker vorkam), 
das Präparat gut vertrug. Von der gesamten zugeführten Menge 
kamen innerhalb 20 Tagen ungefähr 30 Proz. zur Ausscheidung. Die 
Art der Ausscheidung ist aber bei der perkutanen Zuführung dieses 
Präparats total verschieden von der bei der intramuskulären Oleobi- 
applikation. Fast alles Metall erscheint nämlich im Kote, von der 
gesamten zugeführten Menge sind es 94,3 Proz. und nur 5,7 Proz. im 
Harn. Dabei ist die Verteilung zwischen Kot und Harn während der 
ganzen Versuchszeit auffallend gleichmäßig. Man kann also auf diesem 
Wege in ganz hervorragender Weise demonstrieren, daß der Darm 
ein Ausscheidungsort der Schwermetalle ist, was auch in therapeutischer 
Richtung vielleicht nicht ohne Interesse ist. 


12* 
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Allen bisher angestellten Versuchen gemeinsam ist das über- 
raschend starke Retentionsvermögen des Organismus. Das ergibt 
sich nicht nur daraus, daß die Ausscheidung hinter der zugeführten 
Menge zurückbleibt, sondern auch daraus, daß die Wismutausscheidung 
wochen- und monatelang anhält. Der in der vierten Mitteilung 
erwähnte Hund schied noch drei Monate nach der Zuführung der 
großen peroralen Wismutdose im Kote Wismut aus. Ich habe ihn dann 
mit Strychnin vergiftet und die einzelnen Organe auf ihren Wismut- 
gehalt untersucht. Die Methodik war die in der dritten Mitteilung?) 
ausführlich beschriebene. 

Tabelle III. 


Organe mg Bi | m... 





Tabelle III gibt einige wesentliche Resultate. Relativ viel Wismut 
finden wir im Darmkanal, auch in der Leber, ebenso in der Milz und 
vielleicht kann auch der relativ hohe Gehalt der Niere dafür verant- 
wortlich gemacht werden, daß immer wieder Klagen laut werden über 
Nierenschädigung bei längerer Wismutdarreichung?). An unserem 
Hunde war freilich keine pathologische Veränderung der Niere zu er- 
kennen. Die Deponierung von etwas Wismut im Gehirn entspricht 
den Erfahrungen mit anderen lipoidlöslichen Metallen. Dagegen war 
eine Untersuchung der Haut ergebnislos, obgleich wir ein immerhin 
großes Stück in Arbeit nahmen. Sie kommt also als Depotorgan kaum 
wesentlich in Betracht. 


1) Diese Zeitschr. 149, 235, 1924. 
2) Vgl. L. Blum, Compt. rend. soc. biol. 1923. 














Zur Frage nach der Beeinflussung der Wirkung von 
Medikamenten durch Lecithine. V. 


Von 
D. M. Lawrow. 


(Aus dem pharmakologischen Laboratorium des medizinischen Instituts 
| in Odessa.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1924.) 


In unseren Mitteilungen über die Beeinflussung der Wirkung von 
Medikamenten durch Lecithine (1) sind die an Fröschen ausgeführten 
Versuche beschrieben, welche Versuche sich den in den Jahren 1910 
bis 1912 auch an den Fröschen angestellten Versuchen anschließen (2). 
Wir bedienten uns zur Vergiftung bei den genannten Untersuchungen 
folgender Substanzen: Strychnin, Curare, Äthylalkohol, Chloralhydrat, 
Phosphor, Phenol, Sublimat, Aether sulfur., Resorcin, Agrostemma- 
saponin, Campher, Cantharidin, Ricin. Diese Versuche zeigten uns, 
daß die Lecithine die Wirkung der genannten Arzneimittel bzw. Gifte 
beeinflußten. Bei Vergiftungen mit Strychnin, Curare, Alkohol und 
anderen Substanzen riefen die Lecithine eine verschiedene Beein- 
flussung hervor: die kleineren Dosen der Lipoide hemmten die Ver- 
giftungen, die mittleren und größeren Dosen begünstigten diese Ver- 
giftungen. Bei der Anwendung von Phosphor, Phenol, Resorein, 
Campher und Agrostemmasaponin beeinflußten die Lecithine die ` 
Wirkung dieser Stoffe nur verstärkend. 

Die Lecithinwirkung bei den Vergiftungen der Frösche ist wesentlich 
abhängig auch von dem Allgemeinzustande der Tiere. Die frischen 
Tiere, d. h. die frisch eingefangenen, sind viel mehr der Beeinflussung 
der Lecithine zugänglich als diejenigen, welche schon mehr oder weniger 
lange Zeit im Laboratorium verbracht bzw. überwintert hatten. 

“Die Beeinflussung der Lecithine ist abhängig von der Art der 
Einführung der Lipoide, man kann entweder die vorhergehende oder 
die gleichzeitige oder die nachfolgende Einverleibung anwenden. 

An den Warmblütern ist die besprochene Beeinflussung der Lecithine 


von folgenden Autoren untersucht. B. Danilewsky war der erste, welcher 
die Fähigkeit der Lecithine, auf das Herz einzuwirken, konstatierte (3). 
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Nach seinen Angaben sind die Lecithine ein wichtiger chemischer Regulator 
des Herzens, ein „Cardiomuscularis‘‘ Stimulans. J. Nerking (4) hat den 
Einfluß der Lecithine auf den Verlauf der Narkose, die durch Äther, Chloro- 
form, Morphium, Urethan, Novocain, Stovain und Chloralhydrat hervor- 
gerufen wurde, näher geprüft. Als Versuchstiere dienten Hunde, Kaninchen, 
Ratten. Die Lecithine übten einen Einfluß auf den zeitlichen Verlauf und 
die Nachwirkungen der Narkose aus, und zwar im Sinne einer Abkürzung 
der Narkose, einer früheren Rückkehr der Empfindung und eines Aus- 
bleibens übler Nachwirkungen. 

H.de Waele (5) hat die Lecithinwirkung bei einigen Alkaloid- und 
Toxinvergiftungen erprobt. Zu seinen Versuchen benutzte der Autor 
Kaninchen und Meerschweinchen. Die Vergiftung wurde mit Conjin, 
Strychnin, Brucin, Cocain, Diphtherietoxin und Ricin bewirkt. Nach 
dem Autor haben geringe Dosen von Lecithin eine giftverstärkende Fähig- 
keit; größere einen hemmenden Einfluß auf die Wirkung der genannten 
Substanzen. 

Nach J. Michailowsky (6) und Lifschitz (7) besitzen die Lecithine eine 
stimulierende Wirkung auf das Herz, indem sie eine allmähliche, bisweilen 
sehr starke Vergrößerung der Herzschlagamplituden erzeugen, zugleich 
die Zahl derselben vergrößern und Alternationen, falls solche vorher vorhanden 
sind, zum Schwinden bringen. 


Die Versuche von M. Katznelsohn (8) an isolierten normalen und ver- 
gifteten Herzen warmblütiger Tiere ergaben, daß die Lecithine selbst in 
Verdünnungen von 1: 500000 eine günstige Wirkung auf das normale Herz 
ausüben; bei vergifteten Herzen hatten die Lecithine in Konzentrationen 
von 1: 100000 bis 1: 50000 eine deutliche belebende Wirkung, indem sie 
die Amplituden der Herzkontraktionen verstärkten. 


D. Lawrow und W. Woronzow (9) berichten über die Wirkung der 
Lecithine auf das nicht isolierte Herz bei Vergiftungen mit Alkohol, Chloral- 
hydrat, Schwefeläther, Chloroform und Muscarin; diese Stoffe wurden in 
verschiedenen Kombinationen angewandt. Es zeigte sich, daß die Lecithine 
in Dosen von 0,02 bis 0,05g pro 1kg des Körpergewichts eine deutliche 
belebende Wirkung auf das vergiftete Herz ausübten. 


E. Hanschmidt (10) hat eine Reihe von Lecithinversuchen an Kaninchen, 
Meerschweinchen, Hunden und Mäusen ausgeführt. Zur Vergiftung dienten 
folgende Substanzen: Alkohol, Chloralhydrat, Veronal, Chloroform und 
Äther (Narkose), Curare, Strychnin, Morphium, Ricin, Apomorphin, 
Muscarin, Atropin, Sublimat und Phosphor. Nach diesen Versuchen ist 
der Einfluß der Lecithine von der pharmako-dynamischen Natur des an- 
gewandten Arzneimittels bzw. Giftes, von der Größe der Gabe von Lipoiden 
und vom allgemeinen Zustande des Tieres abhängig. Es gibt Gifte, auf 
deren Wirkung die Lecithine nur einen verstärkenden Einfluß ausüben. 
z. B. Ricin. 

Weiss (11) gelangte bei den Versuchen mit Äther und Chloroform}zu 
dem Ergebnis, daß eine Abschwächung der narkotischen Wirkung des 
Chloroforms und Äthers durch Lecithine derart gering war, daß sie als 
innerhalb der Versuchsfehler bezeichnet werden kann. Bei den Versuchen 
mit Morphium zeigte sich, daß der abschwächende Einfluß der Lecithine 
auf das durch Morphium gelähmte Atemzentrum unverkennbar war. Die 
Versuche von Leo (12) betreffen den Einfluß der Lecithine auf die Krampf- 
wirkung und die atemzentrumerregende Wirkung des Camphers. 
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Die mit Morphium und Campher angestellten Versuche von H. Breuer(13) 
ergaben eine Erweiterung der von Leo mitgeteilten Ergebnisse, wonach die 
intravenöse Einverleibung von Lecithinen eine Erhöhung des Atemvolumens 
bewirkt und eine Abschwächung der Morphium wirkung sowie der Campher- 
wirkung verursacht. 


Die unten beschriebenen Versuche wurden an Kaninchen aus- 
geführt. Die Anwendung der Lecithine geschah in der Form einer 
l0proz. Emulsion, welche 0,9 Proz. Kochsalz enthielt. Die Gabe von 
Lecithin war 0,5g pro l Ke Körpergewicht gleich. Zur Vergiftung 
dienten Strychninnitrat und Morphiumchlorid, welche subkutan an- 
gewandt wurden. 


Versuche mit Morphium. 


Diese Versuche wurden an zwei erwachsenen Kaninchen aus- 
geführt. 
Versuche 1 und la. 


Beim Versuch 1 erhielt Kaninchen 1 vom Körpergewicht 2100 g 
0,42 g Morphiumchlorid. 14 Tage nach diesem Versuche bekam dieses 
Kaninchen intraperitoneal die Lecithine und darauf, und zwar nach 1 Stunde 


30 Minuten, das Morphium (Versuch 1a). 
Versuch 1 Versuch 1a. 


1. Periode. Mehrere Minuten nach dem Inji- 

zieren des Giftes liegt das Kaninchen ununterbrochen 

fast ganz unbeweglich auf der Seite. Atmung ist bis 

auf 8 bis 12 in der Minute verlangsamt, Reflexe 

stark herabgesetzt . . . s. » > 220... 20’ 19’ 
2. Periode. Bald liegt das Tier unbeweglich flach 

auf dem Bauch, Kopf herabhängend; bald, und zwar 

selten, bewegt es sich hin und her, sehr träge, indem 

die hinteren Extremitäten nachgeschleppt werden; 

bald sitzt es mehrere Minuten und läßt sich flach auf 

den Bauch legen, indem es in dieser Stellung, Kopf 

herabhängend, bis zu 10 und mehr Minuten bleibt. 

Die Reflexe ziemlich stark herabgesetzt . . . . . etwa 8h 1b 12’ 
3. Periode. Das Kaninchen sitzt und bewegt sich 

wie normal, läßt sich nicht auf die Seite oder auf den 

Bauch legen; die Atmung und die Reflexe sind fast 

normal nach Verlauf von (vom Anfang der Ver- 

giftung berechnet) . . . » 2 2 2 220000. mehr als 9b 35 20’ 


Versuche 2 und 2a. 
Kaninchen 2, vom Körpergewicht 2300 g, bekam 0,2g Morphium pro 
l kg (Versuch 2). Nach 14 Tagen erhielt dieses Kaninchen intraperitoneal 
die Lecithine und darauf, nach 1 Stunde 30 Minuten, das Morphium 
(Versuch 2a). 


| Versuch 2 Versuch 2a 











1. Periode (s. oben) 30 Min. 32 Min. 
2. S dA e a a 10 Std. 25 Min. 42 , 
3. R “2 220.0. || mehr als 12 Std. | 1 Std. 45 Min. 
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Versuche 3, 3a und 3b. 


Diese Versuche wurden am Kaninchen 1 ausgeführt. Zwischen diesen 
drei Versuchen lag ein Zeitraum von 14 bis 16 Tagen. Die Lecithine wurden 
bei Versuchen 3 und 3a intraperitoneal, bei Versuch 3b in die Vena jugularis 
eingespritzt. Beim Versuch 3 bekam das Tier die Lecithine 2 Tage vor dem 
Injizieren des Morphiums; bei Versuch 3a 4 Tage vor dem Alkaloide und 
beim Versuch 3b 1 Stunde 30 Minuten vor der Einführung des Giftes. 

Versuch 3. Die erste Periode (s. oben) dauerte 18 Minuten. Gleich 
darauf sitzt das Tier fast wie normal, liegt nicht, bewegt sich frei, läßt 
sich weder auf die Seite, noch auf den Bauch legen. Von Zeit zu Zeit, und 
zwar ziemlich selten, im Verlauf 2 Stunden 25 Minuten, entstehen die 
klonischen Krämpfe. Nachdem ganz normal. 

Versuch 3a. Keine Störungen der Bewegungen. Zuerst, und zwar 
die ersten 20 bis 25 Minuten, war die Atmung etwas verlangsamt und ober- 
flächlich, die Reflexe etwas abgeschwächt. Im allgemeinen verhält sich das 
Tier wie normal. 

Versuch 3b. Die ersten 15 bis 20 Minuten liegt das Tier, indem es 
ununterbrochen Gehversuche macht. Dabei sind die Reflexe etwas ab- 
geschwächt, das Atmen etwas verlangsamt und oberflächlich. Weiter 
verhält sich das Tier normal, indem es sitzt und sich ganz frei bewegt, läßt 
sich nicht auf die Seite und den Bauch legen usw. 


Diese Versuche bestätigen die Angaben von J. Nerking und E. Han- 
schmidt. Es ist von Interesse, daß die Lecithine bei der intraperitonealen, 
4 Tage vor dem Einspritzen des Morphiums gemachten Einführung 
am stärksten einwirkten. 


Versuche mit Strychnin. 
Das Strychninnitrat wurde in Gabe 0,75 mg pro 1kg Körpergewicht 
subkutan injiziert. 
Versuche 4 und 4a. 
Ein Kaninchen bekam Strychninnitrat (Versuch 4). Nach 12 Tagen 


wurden ihm die Lecithine intraperitoneal und darauf, nach 1 Stunde 
30 Minuten, das Alkaloid eingeführt (Versuch 4a). 














Versuch 4 | Versuch 4a 











1. Dauer der Periode vor den Krampf- | 
anfällon i s é soea R ne 29 Min. 3 Min. 
2. Dauer der Tetanusanfälle `, . ..... i A3 Sek. etwa 500 Sek 
3. Dauer der Periode der Krampfanfälle . : 10,5 Min. 47 Min. 
4. Dauer der Strychninwirkung ..... : 35Min. |Todnach 51 Min. 


Versuche 5, da und 5b. 


Einem Kaninchen wurde Strychninnitrat eingespritzt (Versuch 5). 
Nach 12 Tagen bekam das Tier die Lecithine intraperitoneal und darauf, 
nach 1 Stunde 30 Minuten, das Strvehnin (Versuch 5a) Nach Verlauf 
von folgenden 7 Tagen wurden dem Kaninchen noch einmal die Lecithine 
und darauf, und zwar nach 4 Tagen, Strychnin eingeführt (Versuch 5b). 


Beeinflussung der Wirkung von Medikamenten durch Lecithine. V. 181 


l Versuch 5 | Versuch 5a | Versuch 5b 


1. Pericde (s. oben) . . ` 26 Min. 5,5 Min. 12 Min. 

















De | 90 Sek. 165 Sek. 80 Sek. 
e E ES 15Min. |1 Std. 28 Min. 8 Min. 
Ss oer Lë e EI l Std. 1Min. | 1 Std. 45 Min. | Tod nach 15 Min. 


Versuche 6 und 6a. 


Am 21. Januar 1924 erhielt ein Kaninchen das Strychnin (Versuch 6). 
Am 5. Februar 1924 wurden die Lecithine intraperitoneal und am 7. Februar 
1924 Strychnin eingeführt. 


© || Versuch 6 | Versuchs 


1. Periode . . | 35 Min. 8 Min. 

2. 5 2.25 Sek. -letwa 250 Sek. 
en .. © 15Min. 6 Std. 27 Min. 
A „ .. | 1Std. 5Min. | etwa 7 Std. 


Versuche 7 und 7a. 


Beim Versuch 7 erhielt ein Kaninchen Strychnin. Nach 14 Tagen 
wurden ihm die Lecithine in die Vena jugularis und nachher, nach 1 Stunde 
30 Minuten, das Strychninnitrat eingeführt (Versuch 7a). 


| Versuch 7 | Versuch 7a 


l. Periode ..... 13 Min. 27 Min. 
Ze e Ea | Op Sek. 45 Sek. 
RE | 28Min. 21 Min, 
4. | 58 Min. 37 Min. 


kel . 8 0 e 9 


Versuche 8 und 8a. 


Diese Versuche wurden an einem Hunde angestellt. Der Hund von 
7800 g bekam 2,4 mg Strychninnitrat subkutan (Versuch 8). Nach 3 Wochen 
wurden ihm 4,0g Lecithine in eine Fußvene und danach, nach 1 Stunde, 
Strychnin subkutan eingespritzt (Versuch 8a). 


| Versuch 8 | Versuch 8a 





L Periode . .. . 4 Min. 18 Min. 
2: a EC 215 Sek. 63 Sek. 
3. E K An a 55 Min. 32 Min. 
4 u 2 Std. 18 Min. | 42 Min. 


Aus den angeführten Versuchen geht hervor, daß die aut intra- 
peritonesalem Wege in angegebenen Dosen einverleibten Lecithine einen 
verstärkenden Einfluß auf die Wirkung von Strychnin ausüben. Bei 
aer intravenösen Einspritzung hemmen die Lecithine die Giftwirkung 
des Strychnins, der Einfluß, welcher schon von H.de Waele und 
E. Hanschmidt konstatiert war. Es ist von Interesse, daß die Beein- 
flussung der Wirkung von Morphium durch Lecithin bei der intra- 
peritonealen Einführung dieser Lipoide ganz anders sich gestaltet als 
die Beeinflussung der Strychninwirkung. 
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Die endokrinen Drüsen und der Blutkalk. 


Von 


S. Leites. 


[Aus dem Laboratorium für pathologische Physiologie des medizinischen 
Instituts zu Charkow (Russland)]. 


(Eingegangen am 10. Juni 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bis auf die letzte Zeit wurde die Bedeutung des Calciums im Stoff- 
wechsel nur von der quantitativen Seite bewertet. In zahlreichen 
Untersuchungen über den Kalkstoffwechsel wurde die Menge des ein- 
geführten und ausgeschiedenen Kalkes berechnet und daraus die Bilanz 
in positivem oder negativem Sinne gezogen. Erst in letzter Zeit begann 
man, die qualitative, physikalisch-chemische Seite des Kalkstoff- 
wechselproblems, die Wechselbeziehungen zwischen Calcium, den 
Kationen, Anionen und den Kolloiden zu berücksichtigen, indem man 
darauf hinwies, daß auch bei positiver Calciumbilanz der intermediäre 
Kalkstoffwechsel qualitativ beträchtlich gestört sein kann. 


Das im Blut enthaltene Calcium setzt sich nach Rona und Takahashi 
aus drei Komponenten zusammen: l. aus den freien Ca-Ionen, 2. aus den 
nicht dissoziierten Kalksalzen, die hauptsächlich in der Form von Bi- 
carbonaten — Ca(HCO,), — auftreten, und 3. aus Calcium, das an Eiweiß 
gebunden ist, wobei das ionisierte + nicht dissoziierte Ca ungefähr 75 Proz. 
der Gesamtmenge, das an Kolloide gebundene 25 Proz. ausmacht. 

Der physiologisch wirksamste Teil des Calciums ist seine ionisierte 
Form. Den Ca-Ionen kommen, abgesehen von ihrer Bedeutung, die sie für 
die Herstellung des normalen osmotischen und Ionen-Gleichgewichtes des 
Blutes haben, noch spezifische Eigenschaften zu. So haben die Ca-Ionen 
eine tonisierende Wirkung auf das Herz, indem sie die Systole verstärken, 
auf die glatte Darmmuskulatur dagegen üben sie eine genau entgegen- 
gesetzte Wirkung aus, die somit mit derjenigen des Sympathicus zusammen- 
fällt. Ferner setzt Calcium die Erregbarkejit der Nerven- und Nerven- 
Muskelapparate herab, wirkt entquellend auf die Muskeln und Ödeme 
(Hüelse, Hamburger), reguliert die Stabilität der kolloidalen Membranen, 
indem es ihre Permeabilität verringert und die die Epithelien verbindende 
Kittsubstanz verdichtet, usw. Was das Verhalten des Calciums zu den 
anderen Ionen betrifft, so verringert das Calcium die erregende Wirkung der 
Na-Ionen sowie die niederdrückende und lösende Wirkung der K-Ionen 
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und ist mithin als Antagonist dieser beiden Ionenarten aufzufassen. Anderer- 
seits können die Mg-Ionen die verdichtende, adstringierende Wirkung des 
Calciums ersetzen und, umgekehrt, erhöht das Calcium die niederdrückende 
und narkotische Wirkung des Magnesiums auf die automatisch regulierten 
Organe. Wie wichtig eine bestimmte Konzentration der Ca-Ionen für den 
regelmäßigen Verlauf der einen oder anderen physiologischen Prozesse ist, 
geht aus den Untersuchungen von Hamburger, Brinkmann und van Dam 
hervor, welche nachgewiesen haben, daß die normale Undurchlässigkeit 
der Nierenkanälchen für Glukose durch eine streng bestimmte Ca-Ionen- 
konzentration bedingt ist; durch die geringste Abweichung nach der einen 
oder anderen Seite wird bereits eine Durchlässigkeit für Zucker herbeigeführt. 
Geiger und 0. Loewi konnten, indem sie zur Ringerschen Lösung + Adrenalin 
Kalksalze hinzufügten und diese Lösung durch die isolierte Leber durch- 
leiteten, eine verringerte Zuckerabgabe durch die Leber konstatieren. Das 
beim Durchleiten der Flüssigkeit durch das Froschbein entstehende Ödem 
konnte Hamburger durch eine bestimmte Ca-Ionenkonzentration verhüten; 
bei schwächerer Konzentration trat das Ödem auf, bei stärkerer traten eine 
starke Gefäßverengerung und Austrocknen des Beines ein. Die Konzentration 
der Ca-Ionen im Blute ist ihrerseits durch diejenige der H*- und HCO;7- 
Ionen bestimmt. Rong und Takahashi schlagen folgende Formel zur Be- 
stimmung der Konzentration der Ca-Ionen vor: 
Seren H+ Cart. HCO; 
Ca = K HCO; oder K = RE: Ce 

Wie aus dieser Formel ersichtlich ist, ruft somit eine Erhöhung der 
Bicarbonat- und Phosphationen, die zur Blutalkalosis führt, eine Abnahme 
der Ca-Ionenkonzentration bzw. seines Gesamtgehaltes im Blute hervor. 
Indem wir zur Frage des quantitativen Ca-Gehalts im Blute übergehen, ist 
zu bemerken, daß, während nach den früheren Untersuchungen die Ca- 
Menge im Blute innerhalb weiter Grenzen schwankte (von 4 bis 40 mg-Proz. 
Ca), gegenwärtig dank der vervollkommneten Methodik festgestellt ist, 
daß der Ca-Gehalt im Blute durch seine Beständigkeit sich auszeichnet und 
nur geringe Schwankungen aufweist. So enthält nach Jansen das Blut des 
erwachsenen Menschen 8,5 mg-Proz. Ca, wobei diese Zahl um 1l mg nach 
beiden Seiten schwanken kann. Nach Kramer und Tisdall enthält das 
Serum des Menschen 9,2 bis 10,8 mg-Proz. Ca; Leicher und Herzfeld und 
Lubowsky geben für das Serum etwas größere Zahlen an: 10,8 bis 11,6. 
Bei Kindern ist der Ca-Gehalt im Blute etwas höher als bei Erwachsenen ; 
so beträgt er nach Jansen 14,8 mg-Proz. Ca. R. Mayer, György und Kramer 
sowie Kneschke geben für das Serum der Säuglinge die Durchschnittszahl 
11,25 mg-Proz. Ca an. Der Ca-Gehalt im Blute ist unter normalen Bedin- 
gungen ein streng konstanter, und die Faktoren, die auf den Kalkstoffwechsel 
bei Gesunden einwirken, verändern die Ca-Menge im Blute fast nicht ( Blig- 
hemer, Aschenheim), wobei die Verabreichung von selbst großen C’a-Mengen 
per os (bis 6,0) auf den Ca-Gehalt im Blute keinen Einfluß hat (Jansen, 
Meysenburg, R. Mayer u.a.). Bei subkutaner und intravenöser Zufuhr 
von Ca-Salzen wird der Ca-Gehalt im Blute nur auf eine sehr kurze Zeit 
(10 bis 20 Minuten) erhöht, worauf er schnell zur Norm zurückkehrte 
(Heubner und Rona, Sieburg und Kessler, Blühdorn u.a.). Interessant 
ist die Tatsache, daß auch bei pathologischer Verminderung des Blut- 
calciums die Zufuhr von Ca den Blutgehalt an letzterem nicht erhöht 
(Jakobowitz). 
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Diese außerordentliche Beharrlichkeit des Organismus in seinem 
Bestreben, des Calcium bzw. dessen Ionen auf einem bestimmten 
Niveau im Blute festzuhalten, deutet klar darauf hin, welche Bedeutung 
die Calciumkonstante des Blutes für das normale Leben hat, und es 
ist daher begreiflich, daß jede Störung oder Abweichung dieser Kon- 
stante eine ganze Reihe pathologischer Erscheinungen zur Folge 
haben muß. 


Schon & priori ist anzunehmen, daß die endokrinen Drüsen, die 
mächtige Regulatoren der chemischen und physikalisch-chemischen 
Vorgänge im Organismus sind, ihre regulierende Wirkung auch in bezug 
auf den Calciumgehalt im Blute geltend machen. Andererseits stehen 
pathologische Erscheinungen, wie Rachitis, Tetanie und Osteomalacie, 
bei welchen eine Störung des Kalkstoffwechsels bzw. der Calcium- 
konstante des Blutes in den Vordergrund tritt, in enger Beziehung zu 
einer gestörten Funktion der endokrinen Drüsen. Dieser Umstand 
veranlaßte uns, die Beziehung, welche zwischen den endokrinen Drüsen 
und dem Calciumgehalt des Blutes besteht, klarzulegen. Wir machten 
es uns zur Aufgabe, den Einfluß, welchen die Exstirpation dieser oder 
jener Drüse mit innerer Sekretion auf die Calciumkonstante des Blutes 
hat, zu studieren. Zu diesem Zwecke wählten wir die Thymusdrüse, 
die Schild- und Nebenschilddrüse, sowie die Geschlechtsdrüsen, die, 
wenn man nach den Literaturangaben urteilen darf, in enger Beziehung 
stehen zu dem Mineral- und insbesondere zu dem Kalkstoffwechsel. 
Wenn auch über den Einfluß dieser Drüsen auf den allgemeinen Kalk- 
stoffwechsel einige Angaben in der Literatur vorhanden sind, so konnten 
wir über die Frage der Beziehung derselben zum Blutcalecium in der 
uns zugänglichen Literatur, abgesehen von einigen Daten über die 
Nebenschilddrüse, nichts finden. Aus der klinischen Literatur ist nur 
die Arbeit Leichers zu erwähnen, der den Calciumgehalt des Blutes 
bei Erkrankungen der endokrinen Drüsen studiert hat. 


Zur Bestimmung des Blutcalciums wählten wir die Clarksche 
Methode, die sich durch größere Genauigkeit auszeichnet und ver- 
hältnismäßig geringe Blutmengen (10 cem) erfordert. Mit dieser Methode 
wird die Gesamtmenge des Blutcalciums bestimmt. Das Prinzip der 
Methode besteht darin, daß das vor Gerinnung durch Citrat geschützte 
Blut hämolysiert, das Calcium durch Ammoniumoxalat gefällt und 
mit n/100 KMnO,-Lösung titriert wird; 1 ccm der n/100 Permanganat- 
lösung entspricht 0,2 mg Ca. 

Methodik: In einen graduierten Zylinder, der 0,5 einer 5proz. Natrium- 
citratlösung enthält, werden 4,5 cem Blut gebracht. Zu je 2,5 ccm (um zwei 
Bestimmungslösungen zu erhalten) des gewonnenen Citratblutes werden 


10 ccm warmen destillierten Wassers hinzugefügt, und man läßt dann diese 
Flüssigkeit zur vollständigen Hämolyse eine halbe Stunde stehen. Zur 
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Senkung des Erythrocytenstromas wird so lange zentrifugiert, bis das Blut 
durchsichtig wird. Zu den "Beem des erhaltenen Zentrifugats werden 
0,5 ccm einer 5proz. Ammoniumchloridlösung hinzugegeben, man fügt dann 
unter fortwährendem, langsamem Umrühren 1,5ccm 3proz. Lösung von 
Ammoniumoxalat hinzu und läßt mindestens 16 Stunden stehen. 
Hierauf wird zentrifugiert, der Niederschlag mit 12,5 ccm destillierten 
Wassers so lange gewaschen, bis er weiß und die Flüssigkeit vollständig 
durchsichtig wird. Zum Niederschlage werden 2,5 cem einer n Lösung von 
H,SO, hinzugefügt, die Gesamtmenge auf dem Weasserbade bis auf 80° 
erhitzt und mit n/100 KMnO,-Lösung titriert. Stellt X die durch dis 
Titrierung bestimmte Ca-Menge dar, so ist die Ca-Menge in 2,5 ccm Blut 
5. 12,5 5. 12,5. 40 


= X: 75.78 in 100 eem Blut = Zeen 


Indem wir nun zur Erörterung unserer Versuche übergehen, müssen 
wir vor allem feststellen, daß der Ca-Gehalt im Blute der Versuchstiere — 
Hunde und Kaninchen — in der Norm sich durch Beständigkeit aus- 
zeichnet und nur geringe Schwankungen aufweist, die durch unver- 
meidliche Fehlerquellen der Methode selbst bedingt sind. Bei Hunden 
ist der Ca-Gehalt in 100 ccm Blut gleich 10,4 bis 11,2 mg, bei jungen 
Hunden ist er etwas höher, nämlich gleich 12,0 bis 12,40 mg-Proz. Ca; 
in 100 ccm Kaninchenblut sind 15,6 bis 14,0 mg-Proz. Ca enthalten. 
Interessant ist die Beobachtung, daß weder eine Änderung der Nahrungs- 
qualität noch auch das Hungern einen Einfluß auf den Ca-Gehalt des 
Blutes haben; in dieser Beziehung stimmen unsere Ergebnisse mit 
den bereits erwähnten Resultaten von Heubner und Rona, Blühdorn, 
Billighesmer u.a. völlig überein. 


Thymus., 


Schon im Jahre 1858 teilte Friedleben in seiner Monographie mit, daß 
nach der Thymektomie eine Wachstumsverlangsamung und Biegsamkeit 
der Knochen eintraten. Tarulli und Le Monaco (1894—1897) fanden 
gleichfalls nach der Thymusexstirpation bei jungen Hunden eine Wachstums- 
störung der Knochen sowie rachitische Erscheinungen in denselben. Basch 
weist darauf hin, daß von der zweiten und dritten Woche an nach der 
Thymusexstirpation bei jungen Hunden die Knochen weicher und biegsamer 
als bei den Kontrolltieren werden — der Knochen enthält anstatt der 
normalen 65 Proz. Kalk nur 33 Proz. —, die Gegend der unteren Epiphysen 
wird breiter, die Tiere haben einen plumpen Gang, indem sie die Beine weit 
auseinander stellen. Bei thymoektomierten Tieren wurde ein Wachstums- 
stillstand, eine erhöhte Kalkausscheidung sowie eine verzögerte Kallus- 
bildung bei Knochenbrüchen beobachtet. Die mikroskopische Untersuchung 
der Knochenpräparate ergab vor allem die typischen Merkmale einer ver- 
langsamten Ossifikation: die Knochenmasse ist schmäler und ärmer an 
Kalk, die Knochenbälkchen sind bedeutend zarter und enthalten noch 
viel Knorpelgrundsubstanz. Die knorpelige Epiphysendecke ist dicker und 
umfangreicher, der ossifizierte Knochenteil kleiner. Außerdem gelang es 
Basch, eine erhöhte Elektroerregbarkeit, wie wir sie bei der Tetanie haben, 
‚ festzustellen. Nach Injektion von Kalksalzen war die Elektroerregbarkeit 
herabgesetzt. Seitens der Psyche beobachtete Basch verringerte Lebhaftig- 
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keit und herabgesetzte Begreiffähigkeit. Die Angaben Baschs wurden von 
Sommer und Floerken, Ranzi, Matti, Lucien und Parisot, Klose und Vogt 
bestätigt. Interessant sind die Beobachtungen Solis, daß Hühner, bei denen 
die Thymusdrüse entfernt worden war, Eier legten, deren Schalen einen 
geringeren Kalkgehalt aufwiesen. 

Die Exstirpation der Thymusdrüse bei jungen Hunden führten 
wir auf folgende Weise aus: Das Sternum wurde in der Mittellinie 
vom Jugulum Sterni bis zur Ansatzstelle der fünften oder sechsten Rippe 
durchtrennt und beide Thoraxhälften vorsichtig auseinander gezogen, 
so daß das Mediastinum anticum mit der in ihm gelegenen Thymus- 
drüse sich eröffnete. Das untere Ende der Thymusdrüse wurde mit 
einer Pinzette gefaßt und die Drüse vorsichtig von der Pleura und den 
großen Gefäßen stumpf abpräpariert. Hierauf wurde die Wunde zu- 
genäht und am Brustkorb ein fixierender Verband aus Emplastrum 
adhaesivum angelegt. Diese Exstirpationsmethode ist zwar schwieriger 
(Pneumothoraxgefahr), bietet jedoch eine Garantie für die vollständige 
Entfernung der Thymusdrüse. 

Von den Erscheinungen, die wir nach Entfernung der Thymus- 
drüse beobachtet haben, müssen wir vor allem eine deutlich aus- 
gesprochene Wachstumsverzögerung der jungen thymoektomierten 
Hunde im Vergleich zu dem Wachstum der Kontrolltiere hervorheben. 





Zwei Hunde von einem Wurf (5 Monate alt). Beim rechts stehenden wurde die 
Thymusdrüse im Alter von 1!/, Monaten entfernt; links normaler Hund (Kontrolle). 


Außerdem treten Verkrümmungen an den Extremitäten sowie 
rosenkranzartige Verdickungen an denselben auf. Ferner beobachten 
wir ein Mißverhältnis im Wachstum: während der Kopf und die 
Wirbelsäule wachsen und sich entwickeln, bleiben die Extremitäten 
im Wachstum fast vollständig zurück ; das Resultat davon ist, daß das 
Tier einen langen Rumpf und großen Kopf hat, während die Beine 
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kurz sind. Vom zweiten Monat an nach der Exstirpation tritt eine 
Reihe von trophischen Hautstörungen in Form von dissiminierten 
Ulcera auf. Die Gewichtszunahme ist bei thymoektomierten jungen 
Hunden verlangsamt: so hatte der thymoektomierte Hund im Laufe 
von 31, Monaten eine Gewichtszunahme von 1 kg, während das Kontroll- 
tier 3kg zunahm. Seitens des Allgemeinzustandes sind Schlaffheit 
und Apathie zu beobachten: das Tier schläft meistens, reagiert schwach 
auf die Umgebung, frißt ungern, und sein Auffassungsvermögen ist 
herabgesetzt. 

Im ganzen haben wir sechs Versuche mit Thymusexstirpation 
angestellt. Von den thymoektomierten Tieren blieb nur eins 3 Monate 
nach der Exstirpation leben, während die übrigen im Laufe des zweiten 
Monats eingingen. Der Tod trat unter Erscheinungen von zunehmender 
. Adynamie, im sogenannten Coma thymicum, ein. Die Sektion ergab: 
stark vergrößerte Milz und Hyperplasie der Lymphdrüsen ; Nebennieren 
stark anämisch, im übrigen (makroskopisch) keine Veränderungen. 

Der bei unseren Versuchen beobachtete Wachstumsstillstand 
der thymoektomierten Tiere ist insofern interessant, als er die von 
Romeis, Knipping, Glanzmann und Olkon gemachten Angaben über die 
Thymusdrüse als ein Organ, das wachstumsfördernd wirkt, bestätigt 
und ergänzt. Knipping, Romeis und Gudernatsch haben nachgewiesen, 
daß die Thymussubstanz bei den Kaulquappen eine Wachstums- 
verstärkung und Metamorphosenverzögerung hervorruft. Glanzmann, 
der die Thymusdrüse als das Zentralorgan des Vitaminstoffwechsels 
betrachtet, ist der Ansicht, daß diese Drüse ‚Wachstumsstoffe‘‘ enthält, 
die den Faktoren A und B analog sind. 

Was den Calciumgehalt des Blutes thymoektomierter Tiere an- 
betrifft, so ist, wie aus Tabelle I ersichtlich, bereits am dritten Tage 
nach der Exstirpation die Ca-Menge (um etwa 10 Proz.) herabgesetzt und 
nimmt in den folgenden Tagen langsam weiter ab, um am 17. Tage 
nur etwa 30 Proz. der normalen Menge zu betragen; auf dieser Höhe hält 
sich die Caleiummenge einige Zeit, und vom 27. Tage an nach der 
Exstirpation ist eine, wenn auch sehr unbedeutende Erhöhung des 
Ca-Niveaus bemerkbar. Die Verabreichung von Opothymin Poehl 
(0,5 dreimal täglich) mit der Nahrung im Laufe von 4 Tagen ruft eine 
starke Erhöhung der Caleiummenge im Blute hervor. Hört man mit 
der Thyminverabreichung auf, so fällt der Ca-Gehalt von neuem auf 
25 Proz. und noch tiefer. Im folgenden beginnt, vom 54. Tage nach der 
Exstirpation an, der Ca-Gehalt des Blutes allmählich zuzunehmen, 
bleibt am 64. Tage um etwa 10 Proz. hinter der Norm zurück und hält sich 
die ganze Zeit auf dieser Höhe. Interessant ist die Tatsache, daß das 
Füttern von gesunden Tieren mit Thymin auf den Ca-Gehalt des 
Blutes nicht den geringsten Einfluß ausübt. Mithin ist der Funktions- 
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Tabelle I. 
Junger Hund Nr. 2, weiß. J ungen. Hund Nr. 3, 

Datum | Co RE Datum is ee 

1923 | mg-Proz. Get 193 Ins a Anmerkungen ER 
ee T loss | 1200 I. o 
Sr ër én | Norm 1. XI. 11,20 N Norm 
17.IX. || 1200 4. XI. | 12,00 
19. IX. 12,00 8. XI. | 11,20 e s Re T, 
21.IX. 10,40 SEU rier Thy: is a | 9,60 musdrüse entfernt. 


9,60 : Hund 2 Monate und 








de 9 Tage ale ck | 22. XI. | 8,00 | 7 Tage alt, Gewicht 
CC | soo| "ir X ewl 

10. X. 8,00 12. ST. | 8,80 | Gewicht 1920 g 
16. X. 8,80 | Am 20., 21., 22, 23. X. 

2 X. 8,80 wurden A mal as 

Si < Ka Sg der Nahrung ver 

6 XI. 9. 60 ` abreicht. 

11. XI. | 10,40 

16. XI. || 10,40 

21. XI. | 11,20 

26. XI. | 11,20 | 

1. XII. | 10,40 

8. XII. || 11,20 | 

16. XIL. | ua 

28. XII. | 11,20 | Gewicht 2320 g 


ausfall der Thymusdrüse von einer starken Herabsetzung des Ca- 
Gehaltes im Blute begleitet, was dem hierbei beobachteten Wachstums- 
stillstand und den Knochenveränderungen der Extremitäten voll- 
ständig entspricht. 

Gl. parathyreoideae. 

Bezüglich der experimentellen parathyreopriven Tetanie gibt es Unter- 
suchungen von Trendelenburg und Goebel, die mit ihrer biologischen Methode 
eine Verminderung der Ca-Ionenkonzentration im Serum parathyreo- 
ektomierter Katzen festgestellt haben; auch haben Hastings und Murray 
eine Verminderung des Gesamt-Ca bei der experimentellen Tetanie kon- 
statiert. Von der Bedeutung der Parathyreoiddrüsen im Calciumstoff- 
wechsel spricht auch Erdheim in seinen Untersuchungen über die 
latente Mäusetetanie. Erdheim fand bei diesen Mäusen deutlich aus- 
gesprochene Zahnveränderungen in Form von Schmelzdefekten, Ver- 
krümmungen und Brüchen; das Hauptsymptom ist die Kalkarmut, die die 
Zahnfestigkeit vermindert. Die Skelettveränderungen, die in einer unvoll- 
ständigen Verkalkung der Knochen zum Ausdruck kommen, bezeichnet 
Erdheim geradezu als Rachitis. Erwähnenswert ist auch die Katarakt- 
bildung, die Erdheim bei seinen Tieren beobachtet hat. Die Angaben über 
den Ca-Stoffwechsel nach Entfernung der Parathyreoiddrüsen sind wider- 
sprechend: Mc Collum, Voegtlin und Cooke stellten eine Verminderung der 
Calciumausscheidung fest, Schabad und Zibulski dagegen eine Vermehrung. 


Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, war beim Hunde, bei dem wir 
sämtliche vier Nebenschilddrüsen entfernt hatten, bereits 24 Stunden 
Biochemische Zeitschrift Band 150. 13 
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Tabelle II. 
Hund Nr. 10 (Hündin), Gewicht 3270 g. 
Dtm | Ca | 
1923 mg ‚Proz SE Anmerkungen 
5.XI. | 12,00 | 


12. XI. 12,00 | 1 Nom 
16. XI. ; 10,6 |Am 15. XL wurden die vier Nebenschild- 
drüsen entfernt 


17.XL 10,60 | Krampfartige Zuckungen 





18. XI. 10, 
19. XI. 8,80 | Klonische Krämpfe 
20. XI. |i 10,60 


20. XI. ` 8.90 ‚ Krämpfe 
Am 20. XI. ging das Tier ein. 


nach der Exstirpation der Ca-Gehalt des Blutes um 15 Proz. herab- 
gesetzt (10,6 mg-Proz. Ca statt normalerweise 12,0 mg-Proz. Ca). 
Am zweiten Tage traten krampfartige Zuckungen auf, die Ca-Menge 
des Blutes blieb 10,6 mg-Proz. Am vierten Tage traten starke klonische 
Krämpfe auf; der Ca-Gehalt des Blutes war noch weiter gefallen. 
Nach dem Aufhören der Krämpfe nahm die Ca-Menge ein wenig zu, 
sie betrug 10,6 mg-Proz. Ca. Am fünften Tage traten erneut starke 
Krämpfe auf und der Ca-Gehalt fiel wiederum. An demselben Tage 
ging der Hund ein. Die gleichen Resultate erhielten wir auch in einem 
anderen Versuche. Die Verminderung des Blutcaleciums im Zusammen- 
hang mit der Entfernung der Nebenschilddrüsen sowie die Beziehung 
der Herabsetzung des Calciumniveaus zum Auftreten von Krämpfen 
sind augenscheinlich. 


Glandula thyreoidea. 


Die Schilddrüse, die im Stickstoffwechsel eine außerordentlich 
wichtige Rolle spielt, nimmt im Mineralstoffwechsel nur eine unter- 
geordnete Stelle ein. 


Die Mitteilungen über die Rolle der Schilddrüse im Kalkstoffwechsel 
sind sehr spärlich. Es finden sich Angaben von Falta, Bolaffio und Tedesco, 
daß nach der Entfernung der Schilddrüse die Ausscheidung von Calcium, 
Chlor, Phosphor und Magnesium herabgesetzt ist. Dagegen ist die Kalk- 
ausscheidung unter dem Einfluß von Thyreoidin erhöht. Leicher fand bei 
Myxödem eine Erhöhung des Ca-Gehaltes im Serum (12,8 mg-Proz. Ca statt 
des normalen Gchaltes von 11,0mg-Proz. Ca). Umgekehrt, beobachtete er 
beim Morbus Basedowi sowie bei langdauernder Verabreichung von Thyreo- 
jodin (im Laufe von 3 bis 4 Wochen) eine Verminderung der Ca-Menge im 
Serum. 


Bei unseren Versuchen beobachteten wir (s. Tabelle III), daß 
nach der Entfernung der Schilddrüse bei Hunden die Ca-Menge im 
Blute vom fünften Tage nach der Exstirpation an zu steigen beginnt; 
nach 15 Tagen ist die Ca-Menge um 25 Proz. erhöht und hält sich auf 
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diesem Niveau die ganze Zeit. Die. Verabreichung von Thyreojodin 
(Merck) führt den Ca-Gehalt zur Norm zurück. Nach dem Aufhören 
der Thyreojodinverabreichung steigt die Ca-Menge wiederum zur 
früheren Höhe an. Interessant ist, daß sowohl Thyreojodin als auch 
Thymin bei gesunden Hunden keinen Einfluß auf den Ca-Gehalt des 
Blutes ausüben. Mithin führt der Funktionsausfall der Schilddrüse 
zu einer Vermehrung des Calciums im Blute; hierdurch ist vielleicht 
die Herabsetzung der Erregbarkeit des Nervenapparates bei Myxödem- 
kranken und beim Hypothyreoidismus bedingt. Bei der Basedow- 
krankheit, der Hyperthyreose, bei welcher der Ca-Gehalt im Blute 
herabgesetzt ist, ist die Erregbarkeit des Nerven-Muskelapparates 
bekanntlich erhöht. Interessant ist ferner die Tatsache, daß nach den 
Angaben Uffenheimers bei Myxödemkranken niemals Rachitis zu 
beobachten ist. 

Bei der Entfernung der Schilddrüse und drei Nebenschilddrüsen, 
d. h. unter Zurücklassung von nur einer Nebenschilddrüse, beobachteten 
wir zunächst eine Erhöhung des Ca-Gehaltes im Blute (um 20 Proz.), 
dann jedoch begann, vom 25. Tage nach der Exstirpation an, die Ca- 
Menge abzunehmen, fiel um 25 Proz. unter die Norm und hielt sich 
auf dieser Höhe die ganze Zeit. Offenbar macht sich in diesem Falle 
das Fehlen der drei Nebenschilddrüsen geltend. 


Tabelle III. 
Hund Nr. 5 (männl.), Gew. 0200 g. Hund Nr. 12 (männl.), Gew. 8400 g. 




















Datum | Ca | ` Datum 
1923 ` mgsProz. | Anmerkungen 1923 ` la mgProz. ek en 
an. X. 11,20 27.X. ` 11,20 ) ge 
28.X. "` 11,20 | Nor 1.XI. 12,00 
31.X. | 11,20 | H. XI. | 12,00 a wurden Ee 
d VE Fer | 14,00 | Nebenschiiddrisen 
10. XI. | 12,40 die Nebenschilddrüs | 17- XI 14, ‚80 entfernt 
15. XI. | 14,80 sen wurden zurück- | 22. XI. | 14,00 
20.XI. | 14,00 | gelassen 27. XI. 12.00 


as XL | 14,80 | Schleimiges Odem des 9. XII. | 10,40 
27.XI. | 14,80 Unterhautbindegewes 7. XII. | 


bes ist deutlich auss 


1. XII. | 11.20 ges rochen 12. XII. | 8,80 
5. XII. | 14,00 | Am2. 2. 30.XI. ke | 17. XII. | 9,60 
10. XIT. | 14,80 | kam der Hund mit | 29. XIL | 8,80 


15. XII. | 14,80 | täglich 0,5g Thyreo | 27. XII. | 9,60 
20. XII. | 14,80 | jodin Mere 
25. XII. || 14,80 


Geschlechtsdrüsen. 
Daß die Geschlechtsdrüsen in Beziehung stehen zu dem Knochen- 
wachstum und mithin zum Kalkstoffwechsel, ist schon längst bekannt. 


So wiesen Tandler und Grosz darauf hin, daß der sogenannte Hochwuchs 
der Kastrierten (Eunuchen) durch das Wachsen der Extremitäten bedingt 
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ist. Curaiulo und Tarulli, Neumann und Vas zeigten, daß die Kastration 
zu einer Verminderung der Ca- und P-Ausfuhr führt. Stvesiri fand bei 
kastrierten Tieren eine Retention des an Calcium und Magnesium gebundenen 
Phosphors, dieser Autor weist auch auf die erhöhte Toleranz kastrierter 
Tiere gegen Krampfgifte (Strychnin) hin, indem er dies mit der Retention des 
Calciums erklärt. Auf Grund dieser Feststellungen reihen L. Adler und 
Blair-Bell die Geschlechtsdrüsen in diejenige Gruppe endokriner Drüsen ein, 
die den Kalkstoffwechsel mobilisieren. Die Heilung der Osteomalazie, 
die der Ausdruck eines gestörten Kalkstoffwechsels ist, durch Kastration 
weist auf den Zusammenhang hin, der zwischen den Eierstöcken und dem 
Kalkstoffwechsel besteht. 


Unsere Untersuchungen über den Calciumgehalt des Blutes 
kastrierter Tiere beweisen, wie aus Tabelle IV zu ersehen ist, daß bei 
männlichen Kaninchen nach Entfernung der Testes das Blutcalcium 
langsam und allmählich zunimmt, so daß es einen Monat nach der 
Kastration den normalen Gehalt um 20,0 bis 25,0 Proz. übersteigt. 
Die subkutane Einspritzung von Spermol ruft ein Sinken des Calcium- 
gehaltes hervor, der jedoch nach Einstellung der Spermolinjektionen 
wiederum ansteigt. Interessant ist, daß sowohl Spermol als auch 
Thymin und Thyreojodin auf den Ca-Gehalt des Blutes normaler Tiere 
fast keinen Einfluß ausüben. Bei den weiblichen Kaninchen ist gleich- 
falls nach Entfernung der Eierstöcke eine Zunahme des Blutcalciums 
zu beobachten, das jedoch nicht eine solche Höhe erreicht wie bei 
den männlichen Kastraten. Dieser erhöhte Calciumgehalt im Blute 
der Kastraten ist offenbar die Ursache der herabgesetzten Nerven- 





Tabelle IV. 
Kaninchen Nr. 1 (Männchen), Kaninchen Nr. 3 (Weibchen), 
Gewicht 3520 g. Gewicht 1000 g. 
MM | GC a e epes | Anmerkungen 
6.X. | 14,80 | 4.XI. | 14,80 
11.X. 14,00 Ju 9.XI. | 14,80 | Nom 
17.X. 14,80 14. XI. i| 14,80 
22. X. || 14,80 20. XI. | 1480 | Am15. XI wurden beide 
29. X. |} 14,00 |Am 24. X. wurden | 25. XI. || 14,80 | Eierstöcke entfernt 
4. XI. | 15,60 beide Testes entfernt 230. XI. 16.20 
9.XI. | 15,60 5. XII. 16,80 
14. XI. ' 16,80 10. XII. | 16,80 
19. XI. | 19,20 15. XII. | 18,40 
24.XI. | 17,60 20. XII. |. 17,60 
29. XI. | 19,20 | Am 3.XI. I di Ger 31. XII. | 17,60 
3. XII. | 16,20 ' gereen D | 
8 XH. i 21,00 eingespritzt `" 





23. XII. 2080 
30. XII. | 20,80 
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erregbarkeit, wie wir sie nach der Kastration beobachten, die Ursache 
des gleichmäßigen, ruhigen, phlegmatischen Temperaments der 
Kastraten. 

Wir sehen also, daß die endokrinen Drüsen, insbesondere die 
Thymus-, Schild- und Nebenschilddrüse, sowie die Geschlechtsdrüsen 
ihre regulierende Tätigkeit auch in bezug auf den Ca-Gehalt des Blutes 
geltend machen. Der normale Calciumgehalt des Blutes, die Calcium- 
konstante, ist durch eine entsprechende Einwirkung, durch eine ent- 
sprechende Funktion der endokrinen Drüsen bedingt. Der Funktions- 
ausfall der einen oder anderen Drüse kommt in der Größe der Calcium- 
konstante zum Ausdruck, indem er letztere nach der einen oder anderen 
Seite abändert. 

Diese Abweichungen der Calciumkonstante können sowohl lokal, 
vor allem im Auftreten der einen oder anderen pathologischen Er- 
scheinung am Knochengewebe, zum Ausdruck kommen, als auch im 
Allgemeinzustand des Organismus, indem sie die Erregbarkeit des 
Nerven-Muskelapparates, den Zustand der Kolloide, die Durchlässigkeit 
der Zellmembranen usw. beeinflussen. Die Thymusdrüse und die 
Nebenschilddrüsen spielen, indem sie den Kalkstoffwechsel regulieren, 
zweifellos eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Rachitis und 
Tetanie, die in enger Beziehung stehen zu den Abweichungen des 
Kalkstoffwechsels und zusammen mit der Schilddrüse und den Ge- 
schlechtsdrüsen auch noch in der Genese anderer Knochendystrophien, 


Zusammenfassung. 


1. Der Calciumgehalt des Blutes schwankt innerhalb enger Grenzen 
und stellt in der Norm eine konstante Größe dar. 

2. Bei der Herstellung des normalen Niveaus des Blutcalciums 
kommt den endokrinen Drüsen eine wichtige Rolle zu. 

3. Der Funktionsausfall der Thymusdrüse und der Nebenschild- 
drüsen hat eine Gehaltsabnahme des Blutcalciums zur Folge; diese 
Abnahme tritt nach Entfernung der Thymusdrüse langsam, nach Ent- 
fernung der Nebenschilddrüsen schnell auf. 

4. Der Funktionsausfall der Schilddrüse und der Geschlechts- 
drüsen (Testes und Ovarium) führt zu einer Erhöhung der Calcium- 
menge im Blute. Die Exstirpation der Schilddrüse und dreier Neben- 
schilddrüsen (unter Zurücklassung einer Nebenschilddrüse) ruft zunächst 
eine Erhöhung des Calciumgehaltes im Blute hervor, dann aber fällt 
die Calciummenge unter die Norm. 

5. Die ÖOpopräparate Thymin Poehl, Thyreojodin Merck und 
Spermol, die auf den Calciumgehalt im Blute gesunder Tiere keinen 
Einfluß haben, führen die Ca-Menge bei entsprechenden akorrelativen 
Zuständen zur Norm zurück. 
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6. Die Exstirpation der Thymusdrüse bei jungen Hunden hat 
Wachstumsstillstand der betreffenden Tiere, Mißverhältnisse im Bau 
des Skeletts und trophische Störungen zur Folge. 
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Über den Mechanismus der Sucein- und Paraphenylendiamin- 
oxydation. Ein Beitrag zur Theorie der Zellatmung. 


Von 
A. v. Szent-Györgyi. 
(Aus dem physiologischen Institut der Reichsuniversität zu Groningen.) 
(Eingegangen am 18. Juni 1924.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die beiden großen modernen Theorien der Zellatmung, die Theorie 
der Wasserstoffaktivierung und die Theorie der Sauerstoffaktivierung, 
stehen heute noch vielfach als logische Gegensätze einander gegenüber. 
Der Begründer der ersten Theorie), H. Wieland, verhält sich ablehnend 2) 
der Sauerstofftheorie Warburgs®) gegenüber, währenddessen Warburg*) 
die Richtigkeit und biologische Anwendbarkeit der Wielandschen 
Theorie bestreitet. Der Gegensatz zwischen beiden Theorien ist so scharf, 
daß Warburg*) in seiner letzten Publikation selbst den weiteren Ge- 
dankenaustausch für unmöglich hält und die Diskussion abbricht. 

Beschäftigt man sich jedoch eingehend mit beiden Theorien, so 
wird man unmöglich leugnen können, daß beide Theorien ihre schöne, 
weite, experimentelle Grundlage haben. Es ist der Zweck vorliegender 
Mitteilung, zur Klärung des Verhältnisses beider Theorien beizutragen. 
Wie ich denke, gelingt es auch mit den weiter unten verzeichneten 
einfachen Experimenten, sich eine befriedigende Anschauung über 
diesen so außerordentlich wichtigen Punkt zu verschaffen. Wir mir 
scheint, sind die aus diesen wiederzugebenden Versuchen ableitbaren 
Konsequenzen die folgenden: Zum Ablauf der biologischen Oxy- 
dationen ist sowohl eine Wasserstoff- wie eine Sauerstoffaktivierung 
notwendig, und die Zellatmung kommt durch das Ineinandergreifen 
beider Prozesse zustande. Weder der aktive Wasserstoff allein ist 


1) H. Wieland, B. 45, 484, 1912; 45, 2606, 1912; 46, 1327, 1913; 47, 
2085, 1914; 54, 2353, 1921; Über den Mechanismus der Oxydationsvorgänge, 
Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922. 

2) Derselbe, B. 55, 3639, 1922. 

3) O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 413, 1910; 92, 231, 1914; 
Pflügeıs Arch. 155, 547, 1914; diese Zeitschr. 119, 134, 1921; 186, 226, 1923; 
O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 118, 257, 1921; EZ. Negelein, 
ebendaselbst 142, 493, 1923; Seishi Sakuma, ebendaselbst 142, 68, 1923. 

31 O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 518, 1924. 
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imstande, den molekularen Sauerstoff zu reduzieren, noch der aktivierte 
Sauerstoff, den unaktivierten Wasserstoff der Nährstoffe zu oxydieren. 
Bei der Zelloxydation wird der aktivierte Wasserstoff durch den aktivierten 
Sauerstoff verbrannt. In der Terminologie der Wasserstoffaktivierungs- 
theorie bedeutet dies, daß der molekulare Sauerstoff kein Wasserstoff- 
akzeptor ist; der biologische Wasserstoffakzeptor ist der im Warburgschen 
System aktivierte Sauerstoff. 


I. Die Oxydation der Bernsteinsäure. 


Das experimentelle Objekt vorliegender Arbeit ist zunächst die 
Oxydation der Bernsteinsäure durch das unlösliche Bernsteinsäure- 
oxydationsferment der Gewebe, dem ‚Succinoxydon‘ von Bafelli und 
Stern!). Bekanntlich hat Th. Thunberg?) gefunden, daß die Bernstein- 
säure die Gewebsatmung, namentlich den Sauerstoffverbrauch stark 
anregt. Bei der Analyse dieser Erscheinung haben Battelli und Stern 
gefunden, daß die Gewebe ein sehr resistentes, unauswaschbares Oxy- 
dationsferment für die Bernsteinsäure enthalten. Bei diesem Oxydations- 
prozeß wird energisch Sauerstoff verbraucht, aber keine Kohlensäure 
gebildet, und als Oxydationsprodukt wurde von Battelli und Stern 
die Äpfelsäure festgestellt®). 

Der eigentliche Gang, die Reaktionsformel dieser Oxydation, ist 
von H. Einbeck*) festgestellt worden. H. Einbeck konnte einwandsfrei 
nachweisen, daß das primäre Reaktionsprodukt der Bernsteinsäure 
nicht Äpfelsäure, sondern Fumarsäure sei. Dieser Befund bildet heute 
eine sehr wesentliche Stütze der Wasserstoffaktivierungstheorie. Die 
Reaktionsgleichung ist also die folgende: 


COOH COOH 
HCH ab 

Lu Ti = all +O 
HCH C 

‚OOH toon 


1) F. Battelli und L. Stern, diese Zeitschr. 80, 172, 1910; siehe auch 
L. Stern, Über den Mechanismus der Oxydationsvorgänge im Tierorganismus. 
1914. 

2) Th. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 25, 37, 1911. 

3) Meyerhof findet, daß die Oxydation wohl auch weiter geht, d. h. die 
Äpfelsäure unter Kohlensäureentwicklung weiter oxydiert wird (Pflügers 
Arch. 149, 250, 1913). Unter normalen Umständen jedoch, wenn man mit 
relativ hohen Konzentrationen von Bernsteinsäure arbeitet und die Experi- 
mente nicht zu lange ausdehnt, ist diese sekundäre Weiteroxydation nur 
gering. Aus diesem Grunde konnte also dann auch die Kohlensäure bei den 
Gasmessungen vernachlässigt werden. 

1) H. Einbeck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 301, 1914; diese Zeitschr. 
95, 296, 1919. 
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Wird aber die Bernsteinsäure nach Th. Thunberg!) dem Gewebe 
bei vollkommenem Sauerstoffabschluß zugegeben und dann Methylen- 
blau zugefügt, so übernimmt nun an Stelle des Sauerstoffs das Methylen- 
blau die zwei Wasserstoffatome, indem es selbst also zu seiner Leuco- 
verbindung reduziert, die Bernsteinsäure zu Fumarsäure oxydiert 
wird. Die Oxydationsreaktion kann also bei Gegenwart von Methylen- 
blau als Wasserstoffakzeptor auch ganz ohne Sauerstoff ablaufen, 
was man mit Leichtigkeit an der Reduktion, d. h. Entfärbung des 
Farbstoffs erkennt. Hiermit ist also für diese Oxydation die Wasser- 
stoffaktivierung einwandfrei nachgewiesen, und die Reaktionsformel ist 
eigentlich die folgende: 

COOH COOH 


ni né 
L = _| 
HCH HC 


doon coon 


An diesen Vorgang schließen sich nun sekundär zwei weitere 
Reaktionen an, erstens die Oxydation der zwei Wasserstoffatome, 
2 H + 1/0, = Dat, und nach Einbeck die Hydrierung der Fumar- 
säure zu Äpfelsäure. 

Wie jedoch Thunberg findet, ist diese Oxydation der Bernstein- 
säure durch Sauerstoff in sehr hohem Maße cyanempfindlich. Die 
Reaktion wird schon durch Spuren Cyan gehemmt. Merkwürdiger- 
weise wird aber die Reduktion des Methylenblaus, die im Wesen auf 
demselben Dehydrierungsprozeß beruht, durch Cyan nicht beeinflußt. 
Nachdem aber O. Warburg von dem Cyan gezeigt hat, daß dieses Gift 
durch die Lahmlegung der Sauerstoffaktivierung wirkt, so wird durch 
diesen Forscher diese Thunbergsche Beobachtung ins Feld geführt als 
Beweis, daß bei der Oxydation der Bernsteinsäure eine Sauerstoff- 
aktivierung stattfindet. Nachdem im Gegensatz zu dieser biologischen 
Oxydation durch Sauerstoff die Reduktion von Methylenblau durch 
Cyan nicht beeinflußt wird, so kann nach Warburg die Reaktion mit 
Methylenblau nichts mit dem eigentlichen biologischen Oxydations- 
prozeß, der Oxydation durch O,, gemein haben. Somit sind dann auch 
nach Warburg die durch Anwendung von Methylenblau gewonnenen 
Resultate für die biologischen Prozesse ganz unbeweisend. Das Wesent- 
liche der Oxydation ist die durch das Cyan nachgewiesene Sauerstoff- 
aktivierung. 

Demgegenüber wird von Wieland die Beweiskraft der Cyanversuche 
bestritten. Die „Oxydation“ läuft doch ebensogut ganz ohne Sauerstoff, 
wenn wir nur für einen geeigneten Wasserstoffakzeptor sorgen. Es 


1) Th. Thunberg, Skand. Arch. f. Physio]. 85, 163, 1918. 


+2H. 
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ist also zur Oxydation nicht einmal Sauerstoff, desto weniger ein akti- 
vierter Sauerstoff nötig. Wird trotzdem die Reaktion durch Cyan 
gehemmt, so muß dies ihren Grund in irgend einer sekundären Reaktion 
haben. Nach Wieland erklärt sich dann auch die Cyanwirkung durch 
die Lahmlegung der Katalyse. Nachdem durch Cyan die Katalase 
vergiftet wird, so kann das bei der Oxydation der H-Atome entstandene 
Wasserstoffperoxyd nicht entladen werden und vergiftet den ganzen 
Prozeß. Wird jedoch an Stelle des Sauerstoffs Methylenblau verwendet, 
so kann auch kein H,O, entstehen, und die Reaktion ist cyan- 
unempfindlich. 

Diese so wichtige Frage läßt sich, wie ich denke, durch den folgenden 
einfachen Versuch entscheiden: Versetzt man im Respirometer Muskel- 
gewebe mit Bernsteinsäure, so wird diese oxydiert, und es zeigt sich 
ein starker Sauerstoffverbrauch. Der OxydationsprozeB wird nun 
durch eine geeignete Dose Cyan lahmgelegt. Ist nun der Grund dieses 
Stillstandes, so wie Warburg meint, der Ausfall der Sauerstoffaktivierung 
und besteht der biologische Oxydationsprozeß neben der Sauerstoff- 
aktivierung noch aus einer Wasserstoffaktivierung, die durch das Gift 
nicht beeinflußt war, so muß man trotz der Gegenwart des Cyans die 
Oxydation wieder in Gang setzen können, wenn man die Sauerstoff- 
aktivierung mit einem künstlichen Mechanismus ersetzt und zwischen 
dem aktivierten Wasserstoff und molekularen Sauerstoff eine neue 
Verbindung herstellt. So eine Verbindung muß sich durch die Zugabe 
von Methylenblau herstellen lassen, das durch aktivierten Wasserstoff 
zu Leucomethylenblau reduziert wird, das sich in Gegenwart von 
Sauerstoff wieder prompt zu Methylenblau oxydiert. Kann in dieser 
Weise, durch Zufügung von Methylenblau, die Oxydation wieder in 
Gang gesetzt werden, so besagt dies, daß auch trotz der Gegenwart 
des Cyans das Wasserstoffaktivierungssystem in unbeschränkter 
Leistungsfähigkeit vorhanden war. Wenn trotz der Wasserstoff- 
aktivierung keine Oxydation stattfand, so besagt dies, daß der gegen- 
wärtige molekulare Sauerstoff, der nun unter Wirkung des Cyans 
nicht mehr aktiviert wurde, nicht imstande ist, den aktiven Wasserstoff 
zu oxydieren, also nicht als Wasserstoffakzeptor dienen kann. Daß 
die Oxydation nun bei Gegenwart von Methylenblau auch ohne aktiven 
Sauerstoff wohl abläuft, zeigt, daß der Oxydationsprozeß zu einem 
Teile sicher aus Wasserstoffaktivierung besteht. Daß der Prozeß ohne 
Methylenblau nicht weiterläuft, zeigt, daß der Prozeß zum anderen 
Teile aus einer Sauerstoffaktivierung besteht und die Oxydation der 
Bernsteinsäure durch das Ineinandergreifen beider Prozesse, der Wasser- 
stoff- und Sauerstoffaktivierung, zustande kommt. 

Als Versuchsobjekt dieses soeben skizzierten Versuchs diente der 
gewaschene Muskel der Cavia. Die Muskulatur der frisch getöteten 
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Meerschweinchen wurde an einem Brette mit einem großen Haschir- 
messer zu einem feinen Brei verarbeitet. Dieser wurde nun nach den 
Angaben Thunbergs!) mit der 20fachen Menge destillierten Wassers 
dreimal im Schüttelapparat je eine Viertelstunde lang ge- 
waschen, in einem Tuche gut ausgepreßt und im Eiskasten 
bewahrt. Ein derartiges Muskelpräparat wurde stets an 
den zwei bis drei nacheinander folgenden Tagen gebraucht. 
Ein derartig behandelter Muskel zeigt keinen Gaswechsel. 


Die Oxydationsvorgänge wurden durch Verfolgung des 
Sauerstoffverbrauchs im Respirometer gemessen. Das ver- 
wendete Respirometer ist in Abb. 1 abgebildet. Natürlich 
wurden stets zwei gleiche Respirometer zu einem Versuch J 
benutzt, die am Barcroftmanometer gegeneinander ge- 
schaltet waren. 

Zum Versuch wurden nun in das Kölbchen beider 
Respirometer je 2g der obigen Muskelmasse gegeben und 
hier in Leem 0,2 mol. Kaliphosphatlösung von p, 7 sus- 
pendiert. Dann wurde zur einen Suspension l ccm 0,2 mol. bernstein- 
saures Natrium, zur anderen 1 cem Phosphatlösung zugesetzt. In das 
eine Seitengefäß beider Respirometer wurde 1l cem der betreffenden 
KCN-Lösung, in das andere 1 ccm der betreffenden Methylenblaulösung 
(Methbl. med.) eingeführt. Dann wurde das Respirometer, mit Sauer- 
stoff gefüllt, dem Differentialmanometer angeschaltet, in ein Wasser- 
bad von 37° versenkt und hier dem Schüttelapparat angeschlossen. 

-= Nachdem sich die Temperaturdifferenzen in 10 Minuten aus- 
geglichen haben, wurden die Ablesungen der Druckdifferenzen be- 
gonnen, die um die Minute notiert w 
wurden. Nachdem die Kurve 
der Sauerstoffabsorption festgestellt 30 
war, wurde das KCN eingelassen und 
nach 3 Minuten die Ablesungen fort- 2 
gesetzt. Nachdem der neue Lauf $ 
der Kurve festgestellt war, wurde 
der Farbstoff eingelassen, wieder 
3 Minuten gewartet und das Mano- 
meter dann weiter gelesen. Abb. 2. 


Das Resultat eines derartigen Versuchs ist in der Abb. 2 dargestellt. 
Die Ordinaten geben die Druckschwankung in Millimetern, 1 mm ist 
annähernd gleich 6cmm. Die Abszisse trägt die Zeit in Minuten. 

Wie man aus der Kurve ersieht, wird die Oxydation der Bernstein- 
säure durch die angewandte Cyanmenge fast vollständig gehemmt 


Abb. 1. 
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1) Th. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920. 
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und geht nach Zugabe des Farbstoffs annähernd in ihrem ursprünglichen 
Umfange weiter, ohne sich um das anwesende Cyan zu kümmern. 
Der Versuch wurde natürlich mehreremal ausgeführt. Alle derartigen 
Versuche ergaben dasselbe Resultat. War der Sauerstoffverbrauch 
zu Beginn vor der Cyanvergiftung schwächer, so konnte nach der 
Methylenblauzugabe sogar eine Steigerung dem Anfangswerte gegen- 
über beobachtet werden. 

Wenn auch nicht ungezwungen, so lassen sich für diesen Versuch 
außer der oben angeführten Erklärung auch noch andere Erklärungs- 
möglichkeiten finden. Die eine solche Erklärungsmöglichkeit wäre, 
daß durch das Methylenblau nicht die Bernsteinsäureoxydation, sondern 
irgend ein ganz neuer, fremder Prozeß in Gang gesetzt wurde. Diese 
Möglichkeit wurde durch die Beobachtung ausgeschaltet, daß Methylen- 
blau auf den stillstehenden Gaswechsel des Muskels, dem keine Bern- 
steinsäure zugesetzt wurde, ganz unwirksam ist und diesen nicht in 
der geringsten Weise anregt. 

Die andere, etwas näher liegende Erklärungsmöglichkeit liegt in 
der Annahme einer direkten chemischen Bindung zwischen Cyan und 
Methylenblau, durch das das Gift inaktiviert wird. So eine Annahme 
entbehrt natürlich jeder chemischen Begründung und kann schon 
durch den Umstand ausgeschlossen werden, daß zwischen dem ver- 
wendeten Gift und der Farbstoffmenge jede molekulare Proportion 
fehlt. Die Reaktivierung ist auch nicht vom Verhältnis beider 
Substanzen, sondern von der Menge des Farbstoffs abhängig. Schon 
viel geringere Farbstoffmengen wie in dem obigen Versuch sind stark 
wirksam. Im obigen Versuch ist die molare Proportion zwischen Cyan 
und Methylenblau ungefähr 3:1. Derselbe Effekt konnte in einem 
anderen Versuch bei einer Proportion von 10:1 erreicht werden. 

Den sicheren Beweis, daß das Cyan in keinem derartigen direkten 
Verhältnis zum Methylenblau steht, ergeben die weiter unten be- 
schriebenen Versuche mit Paraphenylendiamin, in denen das Methylen- 
blau dem Cyan gegenüber ganz unwirksam war. Würde der Farbstoff 
das Gift direkt inaktivieren, so müßte man auch bei der Oxydation 
des Paraphenylendiamins dieselbe inaktivierende Wirkung erhalten. Ich 
will nicht vorausgreifend auf diese Versuche eingehen. Die Beweis- 
gründe werden dem Leser an Ort und Stelle ohne weiteres verständlich 
werden. 

Wie ich denke, zeigt also der obige Versuch mit Deutlichkeit, 
daß die Oxydation der Bernsteinsäure durch das Tiergewebe durch 
das Ineinandergreifen zweier Mechanismen, durch den Mechanismus 
der Waasserstoff. und der Sauerstoffaktivierung, erfolgt. 

Es soll nicht unerwähnt bleiben, daß der ‚Antagonismus‘ zwischen 
Cyan und Methylenblau bei der Succinoxydation durch Sauerstoff 
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bereits durch Thunberg beobachtet und beschrieben wurde. Auch 
Thunberg konnte zwischen Methylenblau und Cyanmenge keine Pro- 
portionalität finden und ließ die Erklärung des beobachteten ‚Anta- 
gonismus“ offen. Weiterhin sei erwähnt, daß Methylenblau als Ver- 
bindung der abgetöteten, jedoch reduktionsfähigen Hefe mit dem 
Sauerstoff bereits von Meyerhof!) angewendet wurde. 


II. Die Oxydation des Paraphenylendiamins. 


Das Paraphenylendiamin hat der Bernsteinsäure und auch allen 
von Thunberg?) untersuchten anderen Substanzen gegenüber besondere 
Eigentümlichkeiten, die diese Substanz für unser Studium besonders 
wertvoll gestalten. Das p-Phenylendiamin enthält seinen oxydablen 
Wasserstoff nämlich bereits in la biler Form?). Obwohl es durch mole- 
kularen Sauerstoff nicht nennenswert oxydiert wird, wird es schon 
durch die schwächsten Formen aktivierten Sauerstoffs deutlich an- 
gegriffen. So finden z. B. Batelli und Stern), denen wir das eingehende 
Studium der Paraphenylendiaminoxydation verdanken, daß dieses 
Diamin bereits durch den Sauerstoff des Oxyhämoglobins deutlich 
oxydiert wird. Durch freies oder monosubstituiertes Hydroperoxyd, 
wie z. B. durch das Äthylperoxyd, wird das Diamin sehr energisch 
oxydiert bzw. dehydriertt. Das Paraphenylendiamin hat also bereits 
normalerweise la bilen Wasserstoff im Molekül, bedarf also keiner 
weiteren Wasserstoffaktivierung, um durch aktiven Sauerstoff oxydiert 
zu werden. 

Das p-Phenylendiamin ist, wie auch Battelli und Stern gezeigt haben, 
ein besonders günstiges Objekt des Experimentes. Die Substanz ist, wie die 
Schweizer Forscher finden, für die Gewebe relativ ungiftig. Das Arbeiten 
mit dieser Substanz wird durch den Umstand besonders vereinfacht, daß 
die Oxydation des Diamins mit einem Farbwechsel verbunden ist, der durch 
das freie Auge gut zu verfolgen ist. Bei der Oxydation geht namentlich das 
praktisch farblose Diamin in eine dunkelviolette, unlösliche Substanz über, 
die zum größten Teil an das Gewebe adsorbiert bleibt und dieses tief 
anfärbt. 


1) O. Meyerhof, Pflügers Arch. 149, 250, 1913. 
2) Th. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920. 
3) Die Oxydationsformel des Diamins ist die folgende: 








SE NH 
| 
AN PON 
+ 1/,0, = | | + H,O 
NY SÉ 
| 
H, NH 


Es handelt sich also auch hier eigentlich um eine Dehydrierung. 
t) F. Battelli und L. Stern, diese Zeitschr. 46, 317 und 343, 1912. 
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Die erste Frage bei der Untersuchung der Oxydation dieser Substanz 
also ist die, ob bei der Oxydation dieser Substanz durch das Gewebe 
überhaupt eine Wasserstoffaktivierung stattfindet. 

Die Aufgabe, nachzuweisen, ob bei einer Reaktion eine Wasser- 
stoffaktivierung stattfindet, ist dank den ausgedehnten Arbeiten 
Thunbergs eine einfache. Als allgemeines Zeichen der Wasserstoff- 
aktivierung gilt heute die Entfärbung des Methylenblaus. Wird die 
zu untersuchende Substanz nämlich in Abwesenheit von Sauerstoff 
mit dem Gewebe und mit Methylenblau zusammengebracht und findet 
eine Wasserstoffaktivierung statt, so wird durch den aktivierten Wasser- 
stoff der Farbstoff reduziert, was wir an dem Farbwechsel bzw. der 
Entfärbung mit Leichtigkeit erkennen können, da das reduzierte 
Methylenblau farblos ist. Die Methodik des Versuchs besteht einfach 
daraus, daß wir das Gewebe mit Farbstoff und der Substanz in einem 
geeigneten Röhrchen zusammenbringen, das Röhrchen 
evakuieren, inkubieren und auf seine Farbe beobachten. 
Diese Methodik erfuhr in unserem Falle nur insofern eine 
Abänderung, daß wir zuerst evakuieren und dann die 
Substanz, das Diamin, mit der Muskelfarbstoffsuspension 
mengen mußten, da sonst durch die sehr rasch eintretende 
Oxydation und Verfärbung des Diamins die Schärfe der 
eventuell später eintretenden Entfärbung des Methylen- 
blaus vermindert wird. Zu diesem Ende wurde das Thun- 
bergsche Röhrchen nach beiliegender Zeichnung (Abb. 3) 
so abgeändert, daß der Handgriff ein kleines Reservoir ent- 
hält, in das nun das Diamin gesondert eingeführt werden 
kann. Nachdem das Röhrchen nun evakuiert und geschlossen ist, 
kann man bei Sauerstoffabschluß das Diamin der im Röhrchen befind- 
lichen Muskelfarbstoffmischung zufließen lassen. 

Der Versuch gestaltete sich also folgendermaßen: 0,4g des ge- 
waschenen Muskels wurden in ein modifiziertes 'Thunbergröhrchen 
gesetzt, dann hier mit 0.5 ccm 0,2 mol. Kaliphosphatlösung von Pa 7 
und 0.2 ccm 1:5000 Methylenblaulösung versetzt (Methbl. med.). 
In das Reservoir im Handgriff kamen 0,3ccm lproz. p-Phenylen- 
diamin. Nun wurde evakuiert. Da mir nur eine Wasserstrahlpumpe 
mit 20 mm Druck zur Verfügung stand, wurde nach vollzogener 
Evakuierung (die mit einem starken Kochen der Flüssigkeiten einher- 
geht) durch einen Dreiweghahn reine Kohlensäure eingelassen. Hier- 
nach wurde nochmals zu 20 mm evakuiert, dann das Röhrchen durch 
Drehen des Handgriffes verschlossen, wobei das Diamin der Suspension 
zufloß. Nachdem durch Schütteln gut durchgemengt, das Seiten- 
röhrchen mit Wasser gefüllt wurde, wurde das ganze Röhrchen in 
ein Wasserbad von 37° versenkt und auf seine Farbe beobachtet. 


2cm, 


Abb. 3. 
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Als Kontrolle wurden weitere ähnliche Mischungen hergestellt, in 
denen das Diamin durch 0,3 Aqua dest. oder 0,3 ccm 0,1 mol. bernstein- 
saures Natrium ersetzt wurde. Natürlich wurden alle Versuche wieder- 
holt ausgeführt. 

Da das Diamin durch das Muskelgewebe in Gegenwart von Sauer- 
stoff ebenso rasch oxydiert wird wie die Bernsteinsäure, so mußte 
erwartet werden, daß das Methylenblau ebenso rasch in den Diamin- 
röhrchen entfärbt wird wie in den Bernsteinsäureröhrchen, falls bei 
dem ÖOxydationsprozeß des Diamins überhaupt eine Wasserstoff- 
aktivierung stattfindet. 

Es wurde bei diesen Versuchen folgendes Resultat erhalten: 

l. Muskel (plus Phosphat) plus Aqua dest. entfärbt Methylen- 
blau nicht. 

2. Muskel (plus Phosphat) plus Bernsteinsäure entfärbt binnen 
10 Minuten den Farbstoff vollständig. 

3. Muskel (plus Phosphat) plus Diamin entfärbt nicht. Die Beob- 
achtung wurde auf 30 Minuten und 1 Stunde ausgedehnt. Die Sus- 
pension zeigt gegenüber den Kontrollen (mit Aqua dest.) keinerlei 
Unterschied. Der Wasserstoff des Diamins wird also durch das Gewebe 
nicht aktiviert. Bei der Oxydation des Paraphenylendiamins durch 
das Muskelgewebe findet also keine Wasserstoflaktivierung statt. 

Um dieses Resultat weiter zu bekräftigen, wurde eine Reihe 
weiterer Versuche mit Hilfe der Cyanvergiftung ausgeführt. Den 
obigen Resultaten entsprechend, müssen wir erwarten, daß ebenso wie 
die Bernsteinsäureoxydation auch die Phenylendiaminoxydation durch 
geringe Mengen Cyan vergiftet wird, das die Sauerstoffaktivierung 
vernichtet. Im Gegensatz zu den Bernsteinsäureversuchen müssen 
wir aber erwarten, daß dieser vergiftete Oxydationsprozeß durch 
Methylenblau nicht wieder in Gang gesetzt wird. Wie die Versuche 
zeigen, ist dies auch nicht der Fall. Die Versuche wurden folgender- 
. maßen ausgeführt: 0,4 g Muskel wurden mit 0,5 ccm Phosphat, 0,3 eem 
lproz. Diamin und 0,2 cem KCN-Lösung verschiedener Konzentrationen 
in offenen Reagenzgläsern versetzt. Unter stetem Schütteln wurden 
dann die Röhrchen im Wasserbade inkubiert und ihre Färbung beob- 
achtet. Röhrchen ohne Cyan zeigen unter diesen Umständen binnen 
weniger Minuten als Zeichen der weitgehenden Oxydation des Diamins 
eine tiefblaue bis violette Farbe. Diese Oxydation wird von Cyan 
bereits in Konzentrationen von 0,001 Proz. sehr weitgehend gehemmt. 
Nun wurden analoge Reihen von Röhrchen hergestellt, zu denen noch 
je 0,2ccm Methylenblau (1: 5000) zugesetzt wurden. Würde bei der 
Oxydation des Diamins eine Wasserstoffaktivierung stattfinden, so 
müßten wir erwarten, daß analog den Versuchen mit Bernsteinsäure 
(s. vorhergehender Abschnitt) trotz der Gegenwart des Cyans doch 
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eine gewisse Oxydation eintritt. In Übereinstimmung mit den Resul- 
taten des obigen Versuchs konnte aber durch die Zufügung von Methylen- 
blau keinerlei Förderung der gehemmten Oxydation beobachtet werden. 


Dieses Resultat wurde nun endlich mit Gasmessungen kontrolliert, 
die ganz analog den Versuchen ausgeführt wurden, die in dem ersten 
Abschnitt dieser Arbeit bei der 
Bernsteinsäure beschrieben sind. 
Es wurden also 2g Muskel im Re- 
spirometer in Gegenwart von Dia- 
min auf ihren Sauerstoffverbrauch 
untersucht, dann die Oxydation 
durch Zugabe von KCN still- 
gesetzt, dann Methylenblau zuge- 
geben. Das Resultat eines solchen 
Versuchs ist in der Abb.4 dar- 
gestellt. Zum Vergleich ist in der 

Abb. 4. Kurve auch ein Versuch mit Bern- 

steinsäure aufgenommen. Wie aus 

der Kurve ersichtlich, hat Methylenblau beim Diamin im Gegen- 
satz zur Bernsteinsäure nicht den geringsten Effekt. 


Alle diese Versuche zeigen also, daß bei der Oxydation des Diamins 
keine Wasserstoffaktivierung stattfindet und diese Oxydation ein 
Ausdruck der Sauerstoffaktivierung ohne Woasserstoffaktivierung ist. 
Hiermit bekommt man also wahrscheinlich eine einfache Methode 
in die Hand, um diesen so wichtigen Teilprozeß biologischer Oxydation 
an und für sich zu untersuchen und somit die verwickelten Oxydations- 
prozesse weiter analysierend in seine einzelnen Phasen zu zerlegen. 
Hiermit wird also auch im Sinne Warburgs das Bestehen eines selb- 
ständigen Sauerstoffaktivierungssystems demonstriert. 





III. Über die Frage der Identität des Paraphenylendiamin- und Suceinoxydons. 


Bei der Untersuchung des Succein- und Phenylendiaminoxydons 
ist es Batelli und Stern aufgefallen, daß die beiden Fermente bei ihrer 
Tätigkeit in allen Organen dieselbe Menge Sauerstoff verbrauchen. 
Weiterhin konnten diese Forscher beobachten, daß, wenn sie dem 
Gewebe das Diamin und die Bernsteinsäure gleichzeitig zugaben, sich 
der Sauerstoffverbrauch nicht summierte, sondern jetzt beide Fermente 
den Sauerstoffverbrauch teilten, den das Gewebe zeigte, wenn Bernstein- 
säure oder Diamin allein zugesetzt wurde. Beide Ergebnisse sprechen 
stark für die Identität beider Fermente, und die Schweizer Forscher 
würden auch für die Identität beider Fermente Stellung nehmen, 
wenn nicht ein Organ, das Gehirn, eine starke Ausnahme von obiger 
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Regel bilden würde. Dieses Organ verbraucht bei der Zugabe des 
Diamins bedeutend mehr Sauerstoff als bei der Zugabe von Bern- 
steinsäure. 


Wie wir sahen, ist die Diaminoxydation ein Ausdruck der Sauer- 
stoffaktivierung, die Succinoxydation ein Ausdruck der Wasserstoff- 
aktivierung plus Sauerstoffaktivierung. Es scheint natürlich, daß die 
Zelle nicht für jedes Dehydrierungsferment einen besonderen Sauerstoff- 
aktivierungsmechanismus hat, sondern daß der ‚gemeinsame Brenn- 
stoff der Zelle" (Thunberg), der aktive Wasserstoff, stets an demselben 
großen System der Sauerstoffaktivierung verbrannt wird. Bei dieser 
Annahme haben wir also eine partielle Identität der beiden genannten 
Fermente. Die gleiche Größe des Sauerstoffverbrauchs in allen Organen 
durch beide Fermente erklärt sich nun in einfacher Weise, wenn man 
annimmt, daß von beiden Systemen, der Wasserstoffaktivierung der 
Bernsteinsäure und der Sauerstoffaktivierung, in allen Organen außer 
dem Gehirn das erstere das leistungsfähigere ist. Somit tritt dann 
der langsamere Prozeß, die Sauerstoffaktivierung, bei beiden Oxy- 
dationsprozessen als limitierender Faktor auf. Nur für das Gehirn, 
dieses so sauerstoffempfindliche Organ, müßte man annehmen, daß 
hier das System der Sauerstoffaktivierung stärker entwickelt ist als 
das System der Wasserstoffaktivierung für Bernsteinsäure. 


Diese Annahme ist einer experimentellen Prüfung zugänglich. Ist 
namentlich bei der Oxydation der Bernsteinsäure außer im Gehirn 
in allen anderen Organen die Sauerstoffaktivierung die schwächere 
Komponente, so muß die Oxydation der Bernsteinsäure außer im 
Gehirn in allen Organen eine weitgehende Abhängigkeit von der Sauer- 
stoffspannung zeigen. Beim Gehirn darf dann die Sauerstoffspannung 
keinen ähnlichen Einfluß haben. 


Aus diesem Standpunkte sind nun drei Gewebe, Muskel, Niere 
und Gehirn untersucht. Als Material diente das gewaschene Muskel- 
gewebe der Cavia, und die Niere und das Gehirn des frisch getöteten 
Schweines, das in analoger Weise vorbehandelt wurde. Vom Gehirn 
wurde, soweit eine Trennung möglich war, nur die graue Substanz 
verwendet. Das Gehirngewebe wurde vom Waschwasser an der Zentri- 
fuge getrennt. 


Auch bei diesen Versuchen wurde analog den früheren Ex- 
perimenten der Sauerstoffverbrauch von 2g Gewebe im oben be- 
schriebenen Respirometer gemessen. Zu dem Gewebe wurde stets 
l cem Phosphatlösung und lccm 0,2 mol. bernsteinsaures Natrium 
zugegeben. 

Die Resultate sind der Kürze halber in der Abb. 5 zusammen- 
gefaßt. Bei dem Pfeile wurde die Luft, die das Respirometer erfüllt, 
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mit Sauerstoff ausgespült. Nach der Sauerstoffeinleitung wurde 
stets 5 Minuten mit den Druckmessungen gewartet, um dem Temperatur- 
ausgleich genügende Zeit zu geben (Temperatur 37°). 

Wie man aus der Kurve ersieht, ist sowohl bei dem Muskel wie 
bei der Niere der Sauerstoffverbrauch von dem Sauerstoffdruck weit- 
gehend abhängig. Beim Muskel sehen wir sogar eine sehr genaue 
Proportionalität beider Größen. Hingegen zeigt sich das Gehirn der 
Erhöhung des Sauerstoffdrucks gegenüber ganz indifferent. 

Um dieses Resultat noch mit andersartigen Versuchen zu stützen, 
wurden folgende Versuche angestellt. Der Sauerstoffverbrauch von 
Muskel, Niere und Gehirngewebe wurde in Sauerstoffatmosphäre bei 
Gegenwart von Bernsteinsäure gemessen. Nachdem die Kurve des 
Sauerstoffverbrauchs festgestellt war, wurde aus dem vorher auf- 
gefüllten Seitengefäß lccm 0,5proz. Me- 
thylenblaulösung eingelassen und dann 
der Sauerstoffverbrauch weiter verfolgt. 
Der Gedankengang, der zu diesem, Ver- 
such führte, war folgender: Ist in einem 
Organ von der Wasserstoff- und Sauerstoff- 
aktivierung der letztere der schwächere 
Prozeß, so muß durch Zugabe des Me- 
thylenblaus die Oxydationsgeschwindig- 
keit deutlich gesteigert werden, nachdem 
das Methylenblau, wie wir weiter oben 
sahen, ähnlich wie ein Sauerstoffaktivator 
wirkt und somit den schwächeren, limi- 
tierenden Prozeß verstärkt. Ist hingegen 
in dem betreffenden Organ die Wasserstoffaktivierung der minder 
leistungsfähige Prozeß, so darf die Zugabe des Farbstoffs nur einen 
geringen fördernden Einfluß auf die Gesamtreaktion haben. 

Das Resultat dieser Versuche war das folgende: beim Muskel 
zeigt der Sauerstoffverbrauch bei Zugabe des Farbstoffs eine Steigerung 
von 30 Proz. Ebenso zeigen auch die Nieren unter diesen Umständen 
eine Steigerung von 30 Proz. Das Gehirn zeigt hingegen bei Zugabe 
des Farbstoffs bloß die geringe Steigerung von 3,5 Proz. 

Alle diese Beobachtungen zeigen also, daß bei der Oxydation der 
Bernsteinsäure im Muskel und in der Niere die Wasserstoffaktivierung, 
im Gehirn die Sauerstoffaktivierung der leistungsfähigere Prozeß ist und 
somit sich die Befunde von Batelli und Stern in befriedigender Weise 
erklären. Es steht im Einklang mit den Beobachtungen des zweiten 
Abschnitts, daß die Oxydation des Paraphenylendiamins in analogen 
Versuchen weder im Muskel, noch in der Niere oder im Gehirn durch 
Zugabe von Methylenblau eine Steigerung erfuhr. 





Abb. 5 
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Bemerkung zur Frage des Sauerstoffbedürfnisses. 


Bekanntlich ist die Theorie des Sauerstoffbedürfnisses von Ehrlich 
heute allgemein verlassen. Es sind hauptsächlich zwei Argumente, 
die gegen diese Theorie sprechen. Erstens wird gesagt, daß wir von 
der Reduktion eines Farbstoffs nicht auf ein Sauerstoffbedürfnis 
schließen dürfen, und diese Reduktion und die Oxydation sind oder 
können voneinander ganz unabhängige Prozesse sein. Es sei mir ge- 
stattet, nur ganz kurz darauf hinzuweisen, daß wir nach der ausgedehnten 
Literatur der Wasserstoffaktivierung in der Reduktion eines Farbstoffs 
eben ein Zeichen der Wasserstoffaktivierung ersehen können, ein 
Prozeß, der mit der Atmung der Zelle identisch ist bzw. einen wesent- 
lichen Teil derselben bildet. 


Das andere schwerwiegende Argument gegen die Theorie Ehrlichs 
ist der Umstand, daß in den letzten Jahren in verschiedenen Organen 
eine positive Sauerstoffspannung gefunden wurde. Nachdem aber 
vor dem eigentlichen Oxydationsprozeß der Sauerstoff aktiviert werden 
muß, so ist es direkt nur die Konzentration des aktiven Sauerstoffs, 
die für den Oxydationsprozeß maßgebend ist, und die ‚Sauerstoff- 
spannung‘, der ganze molekulare Sauerstoff ist ein „Jenseits“, mit 
dem der eigentliche Oxydationsprozeß unmittelbar nichts zu tun hat. 
Wird dem Gewebe genügend Material zur Dehydrierung geboten, so 
kann, wie wir sahen, die Sauerstoffaktivierung der minder leistungs- 
‚fähige Prozeß werden und als limitierender Faktor auftreten, und wir 
haben einen Fall des Sauerstoffbedürfnisses vor uns, ganz gleich, ob 
im Gewebe gleichzeitig ein positiver Sauerstoffdruck herrscht oder 
nicht. Da die Sauerstoffaktivierung kein zeitloser Prozeß ist, müssen 
wir sogar auf jeden Fall erwarten, daß in allen Geweben stets ein 
positiver Sauerstoffdruck herrscht, sei das Sauerstoffbedürfnis auch 
noch so intensiv. 

Ob nun in den Zellen tatsächlich mehr Material dehydriert als 
Sauerstoff aktiviert werden kann, ob also ein Sauerstoffbedürfnis 
herrscht, ist nicht festgestellt. In diese Richtung scheint mir der 
Befund von Batelli und Stern zu weisen, daß bei der Phenylendiamin- 
und Succinoxydation dieselben Mengen Sauerstoff verbraucht werden 
wie bei der ‚„Hauptatmung‘“. 


Einige Bemerkungen zum doppelten Verbrennungsmechanismus. 


Wie wir sahen, besteht die Bernsteinsäureoxydation aus zwei 
voneinander prinzipiell unabhängigen Vorgängen, der Wasserstoff- 
aktivierung und der Sauerstoffaktivierung. Ob nun auch bei der 
eigentlichen Atmung der Zelle stets beide Mechanismen tätig und un- 
meßbar sind, muß noch festgestellt werden. Immerhin scheint mir, 
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daß wir diese Frage doch mit Wahrscheinlichkeit im positiven Sinne 
beantworten können, da doch auch der Atmungsprozeß durch Cyan 
vergiftet wird und andererseits die Nahrungsstoffe keinen labilen, 
durch aktiven Sauerstoff allein oxydierbaren Wasserstoff enthalten 
und Thunberg auch für die vielen Nährstoffe die Wasserstoffaktivierung 
nachgewiesen hat. Im Wesen scheint also auch der Atmungsprozeß 
denselben Grundlinien zu folgen wie die Bernsteinsäureoxydation. 
Die Frage, die ich noch kurz streifen möchte, ist die nach dem 
Zwecke dieses doppelten Mechanismus. Ist dieser einmal durch das 
Experiment festgestellt, so will man sich auch gern über sein Ziel und 
seine sicher vorhandene Zweckmäßigkeit einen Begriff formen. Wenn 
ich so nun hierüber nachdenke, so scheint mir ein doppelter Mechanismus 
für die Zelle nicht nur zweckmäßig, sondern sogar die einzige Möglichkeit. 
Das Vorstellen einer Sauerstoffaktivierung als einzigen Akti- 
vierungsprozeß im Sinne Warburgs ist mit großen Schwierigkeiten 
verbunden. Erstens ist die Oxydationskraft der Peroxyde — die als 
aktiver Sauerstoff allein in Betracht kommen können — sehr be- 
schränkt. Wie ich z. B. an anderer Stelle zeigte!), reicht die Oxydations- 
kraft der monosubstituierten Peroxyde in der aliphatischen Reihe 
nicht über die Oxydation der &-Oxy- oder Ketosäuren. Alkohole, 
Aldehyde, Ketone, Fettsäuren, auch Oxysäuren mit weiter als in 
&-Stellung gelegener Oxygruppe bleiben durch Äthylperoxyd auch in 
Gegenwart von Eisen unoxydiert. Somit können also unsere wesent- 
lichsten Nahrungsstoffe durch solch ein Peroxyd nicht angegriffen 
werden. Es gibt aber recht verschiedene Peroxyde, und nehmen wir 
an, daß es Peroxyde gibt, die auch Fette und Kohlehydrate vollständig 
oxydieren könnten, so scheint mir so ein furchtbares Oxydationsmittel, 
das ungefähr der konzentrierten Chromschwefelsäure gleichkäme, für 
so ein äußerst labiles, feines Gebilde wie die Zelle unbrauchbar. 
Andererseits aber könnte man denken, daß die Zelle an einer 
Wasserstoffaktivierung genug haben und den Wasserstoff so weit 
aktivieren könnte, daß dieser sich ohne aktiven Sauerstoff durch 
Autoxydation durch molekularen O, selbst oxydieren könnte. Wie 
wir aber seit Schönbein wissen, ist die Autoxydation kein so unschuldiger 
Prozeß. Wir haben bei der Autoxydation als primäres Produkt stets 
ein Peroxyd, eine recht giftige Substanz zu erwarten. Dies wäre also 
auch ein recht gefährliches Spiel, das sich ein so subtiles Gebilde, wie 
die Zelle, nicht erlauben kann. Wohl könnte man denken, daß das 
Peroxyd durch Katalase entladen wird. Die Entladung des Wasserstoff- 
peroxyds durch Katalase ist aber kein zeitloser Vorgang, sondern ein 
relativ langsamer, fermentähnlicher Prozeß, kann man doch, wie man 


1) A. v. Szent-Györgyi, diese Zeitschr. 149, 188, 1924. 
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bei Bach und C'hodat findet, mit Wasserstoffperoxyd plus Peroxydase 
auch in Gegenwart von Katalase arbeiten, wenn man nur dann bei 
seinen Berechnungen die inzwischen entladene H,0,-Menge in Rechen- 
schaft nimmt. Außerdem aber sei auch daran erinnert, daß die Katalase 
anderen Peroxyden, wie monosubstituierten Peroxyden gegenüber 
vollkommen machtlos ist. 

Man könnte sich, wie ich denke, auch schwer vorstellen, daß die 
Zelle den aktivierten Wasserstoff einfach seinem Schicksal überlassen 
würde und somit bei der fundamentalsten und bedeutendsten all ihrer 
chemischen Leistungen, als die große Quelle ihrer Energien, eine 
Prozedur gebrauchen würde, bei der sie ohne die Möglichkeit eines 
regulatorischen Einflusses den großen ‚gemeinsamen Brennstoff“ 
einfach seinem Schicksal überlassen würde, ganz unbekümmert um 
die giftigen Produkte, die bei dieser Autoxydation unumgänglich ent- 
stehen müßten. Es wäre schwer, anders zu denken, als daß die Ver- 
brennung des aktiven Wasserstoffs auch ihr festes Oxydationsschema 
hat. Dieses kann aber natürlich nur dann ihrer Aufgabe nachkommen, 
wenn der Wasserstoff keiner Autoxydation unterliegen kann, d. h. 
nicht weiter aktiviert wird, wie nötig, um eben noch durch aktivierten 
Sauerstoff verbrannt werden zu können. An der anderen Seite braucht 
dann auch der Sauerstoff nur so weit aktiviert zu werden, daß er den 
sehr reaktionsfähigen, stark reduzierenden aktiven Wasserstoff zu 
oxydieren vermag, ohne für andere, nicht zur Verbrennung bestimmte 
Zellelemente gefährlich zu werden. Somit bleibt dann der Oxydations- 
prozeß auf dasjenige Wasserstoffatom in der Zelle beschränkt, das 
die Zelle durch Wasserstoffaktivierung zur Verbrennung bestimmt hat. 
In dieser Weise bleibt dann die Zelle auch Herr des ganzen Prozesses, 
der durch das feine Ineinandergreifen zweier Prozesse zustande kommt 
und bis zu ihrem Endpunkte regulatorischen Einflüssen zugänglich bleibt. 


Zusammenfassung. 


Die durch KCN vergiftete Oxydation der Bernsteinsäure durch 
das Muskelgewebe kann durch die Zufügung von Methylenblau wieder 
in Gang gesetzt werden. Die Erklärung dieses Versuchs ist die, daB 
bei der Oxydation der Bernsteinsäure ein doppelter Mechanismus tätig 
ist, ein Mechanismus der Wasserstoffaktivierung im Sinne Wielands 
und ein Mechanismus der Sauerstoffaktivierung im Sinne Warburgs. 
Die biologische Oxydation der Säure kommt durch das harmonische 
Ineinandergreifen beider Prozesse zustande. Der molekulare Sauerstoff 
ist nicht imstande, den aktivierten Wasserstoff zu oxydieren. Der 
molekulare Sauerstoff ist kein Wasserstoffakzeptor. Wird also durch 
Cyan die Sauerstoffaktivierung im Sinne Warburgs vergiftet, so steht 
die Oxydation still da der aktivierte Wasserstoff nicht verbrannt 
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werden kann. Durch Methylenblau wird eine neue Verbindung zwischen 
aktivem Wasserstoff und molekularem Sauerstoff geschaffen. 

Bei der Oxydation des Paraphenylendiamins durch das Muskel- 
gewebe findet keine Wasserstoffaktivierung statt. Das Gewebe hat 
für dieses Diamin keinen Wasserstoffaktivator, und die Oxydation 
dieser Substanz durch den aktivierten Sauerstoff wird durch den 
Umstand ermöglicht, daß das Diamin in seinem Molekül bereits normaler- 
weise labilen Wasserstoff enthält. Die Paraphenylendiaminoxydation 
ist also ein Ausdruck der Sauerstoffaktivierung ohne Wasserstoff- 
aktivierung und kann somit zur Demonstration des ständigen 
Sauerstoffaktivierungssystems dienen. Die durch Cyan vergiftete 
Diaminoxydation kann dementsprechend nicht durch Methylenblau 
reaktiviert werden. ; 

Es wird das Verhältnis des Bernsteinsäure und Diamin oxydierenden 
Ferments besprochen. 

Es wird auf die Zweckmäßigkeit des doppelten Verbrennungs- 
mechanismus hingewiesen. 


Beduktionstabellen zur Blutzuckerbestimmung nach dem 
„Neuen Verfahren“ von I. Bang für Gewichte des Ausgangs- 
materials von 50 bis 130 mg. 

Von 
Heinrich Dreyfuss. 


(Aus der Inneren und Nerven-Abteilung des Städtischen Krankenhauses 
"Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1924.) 


Mit der weiteren Verbreitung der Mikromethodik (1), (hier auch 
ausführliche Literatur) als klinische Untersuchungsmethode muß sich 
naturgemäß der Wunsch bemerkbar machen, ihre praktische Anwendung 
bei voller Wahrung der Genauigkeit so einfach und wenig zeitraubend 
als möglich zu gestalten. 

Die ständige Bestimmung und Kontrolle des Blutzuckers vor 
allem ist in der Diagnose und Therapie des Diabetes, besonders auch 
bei Anwendung der neuen Insulinpräparate, eine unentbehrliche 
klinische Untersuchung geworden. Und gerade hier muß die Mikro- 
methode die gegebene Untersuchungsmethode sein, da es in den meisten 
Fällen unmöglich ist, durch fortgesetzte Blutentnahmen aus der Vene 
ständig das für makromethodische Bestimmungen notwendige Unter- 
suchungsmaterial zu gewinnen, während sich solches für die mikro- 
methodische Bestimmung auch häufiger und mehrmals am Tage ent- 
nehmen läßt durch einen kleinen Einstich in das Öhrläppchen oder 
die Fingerbeere, ohne daß man allzu große Widerstände von seiten 
der Patienten zu überwinden braucht. 

Aus diesem Grunde hat gerade die von Z. Bang (2) ausgearbeitete 
Methode zur Bestimmung des Blutzuckers, die im ‚Neuen Verfahren‘ 
den Vorzug von großer Genauigkeit mit relativer Einfachheit und 
leichter Vermeidbarkeit der Fehlerquellen vereinigt, in der letzten 
Zeit weiteste Verbreitung als klinische Untersuchungsmethode gefunden. 

Durch die im folgenden angegebene Reduktionstabelle glaube ich 
zur Vereinfachung und zur Zeitersparnis bei der praktischen An- 
wendung der Methode beizutragen, indem durch sie die Titrationswerte 
mit den festzustellenden Blutzuckerwerten in Beziehung gebracht 
werden, so daß die letzteren direkt abgelesen werden können und die 
gesamte Rechenarbeit überflüssig wird. 

Von anderen Reduktionstabellen, insbesondere von der im An- 
schluß an das ‚Alte Verfahren‘ in dem Buche von Bang angegebenen 
kurzen Reduktionstabelle (Mikromethoden von Bang, 8.35) unter- 
scheidet die folgende sich vor allem dadurch, daß sie nicht nur Ein- 
heiten der Titrationsflüssigkeit und Zuckermenge in Beziehung setzt 
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(wobei man den endgültigen Zuckerwert doch erst berechnen muß), 
sondern auch die variablen Gewichtswerte des Ausgangsmaterials (Hh. 
eventuell Serum oder Liquor) in die Beziehung einführt und dadurch in 
jedem Einzelfalle den endgültigen Zuckerwert sofort ablesbar macht. 


Herrn Prof. Veil, München, in dessen Laboratorium ich im letzten 
Jahre arbeitete und die Methode erlernte, möchte ich hier für die mir 
gegebene Gelegenheit hierzu meinen verbindlichsten Dank aussprechen. 


Des Zusammenhangs und besseren Verständnisses halber seien 
zunächst das Prinzip und die wesentlichsten Punkte der Ausführung 
des Verfahrens angeführt, wobei ich den Wortlaut (teilweise gekürzt) 
aus I. Bang, Mikromethoden (2), zugrunde lege und im übrigen auf 
dieses Buch (S. 35 u. ff.) verweise. 


Prinzip: „Das Prinzip der Methode besteht darin, daß das gebildete 
Kupferoxydul durch Jodsäure oxydiert und der Überschuß an Jodsäure 
nach Zusatz von Jodkalium durch Titration mit Thiosulfatlösung ermittelt 
wird“. (Bang, S. 35.) 

Ausführung: (Bang, S. 36.) „Die mit Blut getränkten Papierstückchen 
(bei dem alten Verfahren ist S. 34 angegeben: 100 bis 130 mg Blut läßt 
man durch das vorher gewogene Papier aufsaugen) werden mittels 6,5 
+ 6,5 ccm (bzw. 10 + 3) Salzlösung (s. Bang) extrahiert und die Lösung in 
einen 100 bis 125 ccm fassenden Erlenmeyerkolben überführt. Hierzu gibt. 
man 2ccm der Jodatlösung (s. Bang) und 2 cem Alkalilösung (s. Bang). Dann 
wird indirekt erhitzt. Der Wasserdampf wird in einem 500-cem-Kochkolben 
entwickelt (ein Zusatz von Siedesteinen ist erforderlich) und durch ein 
Glasrohr bis unmittelbar auf den Boden des Erlenmeyerkolbens geleitet. 
Das Glasrohr ist am unteren Ende kugelförmig aufgeblasen, und die Kugel 
mit fünf bis sechs kleinen Löchern versehen, damit der Wasserdampf sich 
gleichmäßig verteilt und nichts überspritzt. Unmittelbar nachdem die 
Zuleitung von Wasserdampf begonnen hat, wird die Zeit mittels einer 
4 Minuten anzeigenden Sanduhr festgestellt. Nachdem die Sanduhr ab- 
gelaufen ist, setzt man aus einer Pipette 2ccm 20 proz. (Vol) Schwefelsäure 
zu, senkt das Stativ und spült das Glasrohr mit der Spritzflasche ab. Man 
nimmt nun den Kolben weg und läßt ihn mindestens 5 Minuten — auch 
länger — ruhig stehen, setzt dann 25 ccm Wasser hinzu und kühlt, wenn 
nötig. Nach Zusatz von 0,5 ccm einer öproz. Jodkaliumlösung und 1 bis 
2 Tropfen Stärkelösung titriert man mit n/100 Natriumthiosulfat (eventuell 
kann auch n/200 Lösung verwendet werden) etwa bis farblos. 

Bei einem blinden Versuche sollen 0,03 ccm n/100 Natriumthiosulfat- 
lösung verbraucht werden. 0,28 ccm n/100 Natriumthiosulfatlösung ent- 
sprechen regelmäßig 0.1 mg Zucker. 

Die Reduktionsformel ist also einfach: (1,97 — a): 0,28 = der ge- 
suchten Zuckermenge in Zehntel Milligramm (wenn a = Titrationswert des 
Vollversuchs ist); oder auch: (1,97 — a): 2,8 = der gesuchten Zuckermenge 
in Milligramm. 

Die Versuchsanordnung hätte also mindestens zu bestehen aus einem 
blinden und einem Vollversuch. Zur Kontrolle pflegt man zwei blinde und 
am besten drei parallele Vollversuche zu machen, deren Endergebnisse nur 
in ganz engen Grenzen — höchstens um 0,009 — differieren dürfen, um den 
Versuch noch brauchbar erscheinen zu lassen. 
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Für die Untersuchung zu klinischen Zwecken ist im allgemeinen die 
Kenntnis erwünscht, wieviel Grammprozent oder Milligrammprozent der 
Blutzucker (bzw. Serum- usw. Zucker) beträgt. 

Die Rechnung hätte also folgendermaßen zu geschehen: 

1. Titrationswert des blinden Versuchs (b) (soll 1,97 sein) — Titrations- 
wert des Vollversuchs (a) = Tütrationsdifferenz (d). 

2. Titrationsdifferenz (d): 2,8 (konstanter Faktor s. oben) = in der 
Reaktion befindlicher Gesamtzucker (M). 

3. Gesamtzucker (M): Gewicht des Ausgangsmaterials (OG) = Zucker in 
L mg Ausgangsmaterial (Z). 

4. Z. 100 = Zucker in 100mg Ausgangsmaterial = Blut- bzw. Serum- usw. 
Zucker in Prozenten (z2). 

Da diese Rechenbeziehung: z = (d: 2,8):@.100 in allen Fällen die- 
selbe ist und als variable Größen nur d und @ (also die Titrationsdifferenz 
und das Gewicht des Ausgangsmaterials) enthält, lassen sich die Werte für z 
(endgültige Zuckerwerte) leicht in Tabellenform bringen. 


1. Aufstellung. 


Zur Aufstellung der Anfangswerte für z wurden fünfstellige Log- 
arithmen (3) benutzt; die Resultate wurden, da diese Genauigkeit genügt, 
auf drei Kommastellen aufgerundet und die weiteren Werte für z durch 
entsprechende Interpolation gewonnen. 

Die Gewichtswerte des Ausgangsmaterials (@) wurden, um die Tabelle 
nicht allzu ausgedehnt zu gestalten und um die praktische Handhabung 
nicht zu erschweren, so weitgehend zusammengefaßt, als es möglich war, 
ohne die Genauigkeit zu geführden. 

Die durch diese Zusammenfassung bedingte Fehlergrenze beträgt 
durchweg viel weniger als die bei der praktischen Anwendung der Methode 
zwischen den drei Einzelbestimmungen zugelassene von 0,009. 

Die Tabelle wurde aufgestellt für Gewichtswerte des Ausgangsmaterials 
G = 50 bis 130 mg bei Titration mit n/100 Thiosulfatlösung. Bei geringerer 
Übung ist es leicht, sich beim Wiegen in diesen Grenzen zu halten. 


2. Die Form (s. Schema auf folgender Seite). 


Oben befinden sich in queren, rechteckigen Feldern die Gewichte des 
Ausgangsmaterials (@) in Milligramm. 

Die vordere Spalte enthält die Werte der Titrationsdifferenz (d) von 
0,01 bis 0,40 in Differenzen von 0,01; die hintere Spalte die dazu gehörigen 
Zuckerwerte (z) in Grammprozenten bzw. bei Verschiebung des Kommas 
um drei Stellen in Milligrammprozenten. 

Unten links gibt die Tabelle die Werte der Titrationsdifferenz (d) 
von 0,40 bis 1,00 in Differenzen von 0,10, daneben die entsprechenden 
Zuckerwerte. Rechts unten befindet sich die jeweils dazu gehörige Inter- 
polationstabelle für Differenzen von 0,01. 

Die in normalen Grenzen befindlichen Zuckerwerte sind jeweils durch 
Kursivziffern gekennzeichnet. 


8. Die Anwendung. 


Die Anwendung der Tabelle sei am besten an zwei entsprechenden 
Beispielen erklärt. 

al Beispiel für einfache Ablesung: Es sei z. B. Gewicht des Ausgangs- 
materials @ = 74mg und Titrationsdifferenz d = 0,14 festgestellt. 
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Titrationsdifferenz Zucker | Titrationsdifferenz Zucker 
(d) | gProz. (z) (d) 1 glProz. (2) 
0,01 | z 0,21 S 
0,02 Ä | 0,22 | 
| 
Ä | | 
um toi _ 
Interpolation 
0,40 z 0,0 | 0,00 
x | E 2 
3 
4 
| 5 
| 6 
| 7 
1,00 8 
H 
2,00 | 10 


Ausführung: Man sucht in der Tabelle den Gewichtswert 74 mg und 
findet ihn in der Tabelle VI. In dieser sucht man in der vorderen Spalte 
den Wert 0,14 und findet in der hinteren Spalte als zugehörigen Wert: 
0,067. Der Zuckergehalt beträgt in diesem Falle 0,067 g/Proz. 

b) Beispiel für Ablesung mit notwendiger Interpolation: Es sei z. B. 
Gewicht des Ausgangsmaterials (G = 67 mg und Titrationsdifferenz d = 0,73 
festgestellt. 

Ausführung: Man sucht in der Tabelle den Gewichtswert 67 mg und 
findet ihn in der Tabelle IV. Man zerlegt 0,73 in die Zehntel 0,70 und 
die Hundertstel 3. In dieser Tabelle sucht man in der vorderen Spalte den 
Wert 0,70 und findet in der zugehörigen hinteren Spalte den Wert 0,385. 
Hierauf sieht man in der Interpolationstabelle, daß dem Wert 3 die Zahl 16 
entspricht. Diese Zahl 16 addiert man zu dem vorher gefundenen von 
0,385 = 0,401. Der Zuckergehalt beträgt in diesem Falle 0,401 g/Proz. 


Literatur. 
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Tabelle XVII. 


[130] me. 


Titretionsdifferenz Blutzucker ' Titrationsdifferenz Blutzucker 
n/100 Natr.-Thiosulf. g/Proz.  |,n/100 Natr.-Thiosulf. g/Proz. 
e Ca Eee ES EE EE 








it 





























0,01 | 0003 | 0,21 0,057 
0,02 | 0,005  \ 0,22 0,059 
0,03 0,008 0,23 ' 0,062 
0,04 | 0011 0,24 0,065 
A SS IG 
9 | 3 3 | H 
0,07 0019 | 0,27 | 0.073 
0,08 ' 0.022 0,28 0,07 
0,09 | 004 | 0,29 0,078 
0,10 0.091 0.30 t 
0.11 0,030 0,31 0,084 
0,12 | 0082 | 0,32 | 0,086 
SE jo u 
0,15 | ol `| 0,35 0.095 
0,16 0,043 | 0,36 | 0,097 
0,17 0,046 0,37 0,100 
0,18 0,049 ` 0,38 0,103 
0,19 | 005) 0,39 0,105 
___0,20 d 0054 | 0,40 ; _ 0,108 
Interpolation 
0,40 | 0,108 | 0,0; 0,00 
0,50 | 0,135 | Diff. 777737 
0,60 : 0,162 | 27 2 | 5 
0,70 0,188 ` 3 | 8 
0,80 0,215 A ı11 
0,90 0,242 5 l4 
1,00 0,270 6 |16 
7 19 
200 0,540 | 8 122 
! 9 |24 
i| 10 |27 


Über den Einfluß des Tuberkulins auf den 
Schwefelstoffwechsel Tuberkulöser und Nichttuberkulöser. 


Schwelelstoffwechsel beim Amyloid. 


Von 


Franz Günther und Robert Meyer-Bisch. 
(Aus der medizinischen Universitätsklinik Göttingen.) 


(Eingegangen am 25. Juni 1924.) 


In früheren Mitteilungen!) konnte gezeigt werden, daß die paren- 
terale Verabreichung von Schwefel, von Proteinkörpern und von Sub- 
stanzen, die als Reizkörper in erweitertem Sinne angesehen werden, 
scharf umschriebene, chemisch faßbare Veränderungen im Stoffwechsel 
hervorruft; diese bezogen sich auf den Wasser-, Kochsalz- und Eiweiß- 
stoffwechsel, und zwar trat in den meisten Fällen nach der Injektion 
eines der genannten Stoffe eine vorübergehende Ausschwemmung von 
Wasser und Kochsalz ein, die in der Regel nach wenigen Stunden in 
eine allmählich sich steigernde, mit Gewichtszunahme und Serum- 
verdünnung verbundene Retention von Wasser und Chlor überging. 
Während die Injektionswirkung sämtlicher zur Anwendung kommender 
Substanzen in wichtigen Punkten übereinstimmt, zeigt sich bei einer 
von ihnen, dem Schwefel, eine deutliche Abhängigkeit von der Do- 
sierung. Nach der Verabfolgung großer Schwefeldosen in einer Menge 
von 50 bis 100 mg war der primäre Verlust von Wasser und Kochsalz 
so stark, daß er sich nur langsam wieder ausglich und für Tage das 
Bild beherrschte. Eine Erklärung für diese Erscheinungen war zum 
Teil darin zu sehen, daß nach Injektion großer Schwefeldosen der 
Zerfall von Körpereiweiß, der aus der stark negativen N-Bilanz der 
Injektionstage zu erschließen war, einen raschen Wiederansatz des 
verlorenen Gewichts verhinderte. Wenn auch durch die übrigen Sub- 
stanzen — kleine Schwefelmengen, Milch, Aolan, Sanarthrit — eine 
derartig starke Beeinflussung des Eiweißstoffwechsels nicht zu er- 
kennen war, im Gegenteil sich sogar in vielen Fällen eine positive 
N-Bilanz zeigte, so ging doch aus der Untersuchung der einzelnen 
Schwefelfraktionen im Urin hervor, daß ausnahmslos eine erhebliche 
Veränderung im intermediären Eiweißstoffwechsel eintrat, die sich 

1) Robert Meyer-Bisch und Basch, diese Zeitschr. 118, 1921; R. Meyer- 
Bisch, Zeitschr. f. klin. Med. 94, H. 4/6, 1922. 
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vor allem in einer absoluten und prozentualen Vermehrung der Aus- 
scheidung des Neutralschwefels äußerte. Auch nach großen Schwefel- 
mengen erfolgte regelmäßig neben der Beeinflussung der Stickstoff- 
ausfuhr im Urin eine Verschiebung des prozentualen Anteils des Neutral- 
schwefels, doch bestand sie hier nicht in einer Zunahme, sondern in 
einer starken Abnahme, die sich bis zu einem tagelangen völligen 
Verschwinden steigern konnte; also auch hier zeigt sich für den Schwefel 
eine deutliche Abhängigkeit von der Dosierung. 

Aus den genannten Untersuchungen geht hervor, daß die Be- 
stimmung des Neutralschwefels als überaus feiner Indikator quali- 
tativer Veränderungen im Eiweißstoffwechsel gelten kann, der be- 
sonders dann von Wert ist, wenn die Reaktion nicht plötzlich und 
intensiv genug ist, um quantitative Bilanzverschiebungen auszulösen. 
Die in dieser Weise feststellbaren Veränderungen des Eiweißstoff- 
wechsels waren in der Regel sogar noch deutlicher ausgeprägt als die 
gleichzeitigen Verschiebungen im Wasser- und NaCl-Haushalt. Diese 
Methodik hielten wir daher für geeignet, unsere Kenntnis über die 
Beeinflussung des Stoffwechsels auf eine weitere Gruppe von Eiweiß- 
körpern auszudehnen, und zwar erschien es von besonderem Interesse, 
in derselben Weise, wie es bisher für unspezifische Substanzen ge- 
schehen war, die Wirkung einer spezifischen Substanz, des Tuberkulins, 
zu untersuchen. Aus Gründen, die hier nicht weiter erörtert zu werden 
brauchen, war es von vornherein notwendig, die Injektionswirkung des 
Tuberkulins nicht nur am Tuberkulösen, sondern auch — soweit wenig- 
stens mit klinischen Methoden feststellbar — an Normalen zu prüfen. 


Methodik. 

Nach vorheriger Einstellung auf eine annähernd gleichmäßige 
Kost wurden bei dieser in der 24stündigen Harnmenge jedesmal be- 
stimmt: Gesamtstickstotf (nach Kjeldahl); NaCl (nach Mohr); 1. Ge- 
samtschwefel (nach Folin); 2. Gesamtschwefelsäure (anorganische 
+ Äther-SO,) und 3. Ätherschwefelsäure (nach Salkowski); der Neutral- 
schwefel ergibt sich als Differenz von 1 — 2. Sämtliche Schwefelwerte 
sind auf SO, berechnet. Serumeiweiß wurde mittels Refraktometer 
gefunden. Die Injektionen wurden mit Kochschem Alttuberkulin 
ausgeführt. 

A. Tuberkulöse. 


Zur Beobachtung kamen fünf Fälle von Tuberkulose, die sich in ver- 
schiedenen Stadien der Krankheit befanden. Bei einem der Kranken wurde 
nicht injiziert, es kam uns bei diesen Patienten im wesentlichen darauf an, 
die Beobachtungen von M. Weiss!) nachzuprüfen, der über eine spontane, 
chronische absolute und prozentuale Vermehrung des Neutralschwefels 
berichtet hat. Bei diesem Falle ergaben sich an mehreren Tagen ohne jede 


1) Moritz Weiss, diese Zeitschr. 27. 
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erkennbare Ursache — es bestand kein Fieber — ganz auffallend hohe 
Neutralschwefelwerte bis zu 28 Proz.; an anderen war die Ausscheidung 
in den Grenzen der Norm. Die Untersuchung der übrigen Patienten in der 
Vorperiode ließ ebenfalls, und zwar mit noch größerer Regelmäßigkeit 
als der erstgenannte Fall, eine zum Teil erhebliche Erhöhung des nicht 
oxydierten Schwefelanteils erkennen. Wir können also die Beobachtung von 
Weiss bestätigen. 

Aus den Krankengeschichten der vier mit Tuberkulin behandelten 
Fälle ist kurz folgendes zu erwähnen. 

Fall 1. 53jähriger Landwirt, 1900 Pleuritis sicca rechts, später mehrfach 
„Bluthusten‘. Seit kurzem Husten und Auswurf. Aufnahme 1. Januar 1922. 
Klinisch und röntgenologisch: Exsudativer Prozeß der ganzen rechten 
Seite mit großer Caverne im Oberlappen; ausgedehnter Prozeß im linken 
Mittelfeld. Sputum: Tbebaz. +; kein Fieber. 

Fall 2. St. hatte als Kind ‚„Drüsenschwellungen‘‘. 1916 im Felde Lungen - 
entzündung, jetzt krank seit Herbst 1921. Reduzierter Allgemeinzustand. 
Klinisch und röntgenologisch: doppelseitige Tuberkulose, links zahlreiche 
Cavernen. Gewicht 52,9kg. Tuberkelbazillen im Auswurf sehr reichlich. 
Keine Temperatursteigerung. 

Fall3. Trp., 28jährig; Mutter an Tuberkulose gestorben. 1918 lange 
wegen tuberkulöser Drüsenschwellung am Hals behandelt. Im Anschluß 
an Grippe Januar 1922 Pleuritis exsudativa rechte. Bei der Aufnahme im 
April 1922 Schwarte rechts; am linken Hilus klingende Rasselgeräusche. 
Nach Hämoptyse im Juli 1922 vorübergehend Tuberkelbazillen; weit- 
gehende Besserung; konnte später Heilstätte überwiesen werden. 

Fall 4. Frau G., seit September 1921 Husten und Auswurf. März und 
Juni 1922 ‚‚Bluthusten‘‘: deshalb in die Klinik aufgenommen. Röntgenplatte: 
frische Oberfeldtuberkulose links und beginnende Tuberkulose rechts oben, 
ein Befund, dem die klinischen Erscheinungen entsprachen. Temperaturen 
zwischen 37 und 37,8° rektal. 
































Tabelle 1. 
. Gesamt» = | Proz. Neutr. 
Diurese NaCl | Gesamt: | Sulfat | Ather- | Neutral» 
Datum | œ SO, | SO, | so, | so, | S Gesamt. 
menden Sl. re, ce EE I ER 
Fall 1 
23.1 620 | 5,88 | 8,56 | 1,675 | 1,203 | 0,129 | 0,343 | 20,5 
24.1 640 | 6,80 ' 9,09 | 1,550 | 1,044 | 0,145 | 0,361 | 23,2 
25.1 710 | 59 ` 909! 1,614 | 1,108 ' 0,186 | 0,320 19,8 
1. Injektionstag Y, mg Tuberkulin 
26. 1. 850 6,94 | 10,2 | 2,063 | 1,337 ' 0,131 | 0,595 28,8 
27.1. | 600 6,72 | 7,8 | 2,068 | 1,354 . 0,128 | 0,686 28,3 
98. L | 690 6,35 | 10,35 | 1,861 | 1,183 | 0,178 | 0,500 26,9 
29... ; 680 | 626 |11,83| 2,045 | 1,055 | 0,163 | 0,827 | 40,4 
30.1. | 920 6,84 | 9,2 | 2,325 1,260 :0,113 | 0,952 | 40,9 
31.1. 6500, 6,31 | 6,17 | 1,950 1,391 | 0,139 | 0,420 21,5 
2.11. 680 | 645 | 6,5 | 1,806 , 1,201 | 0,175 | 0,430 23,8 
2. Injektionstag Img Tuberkulin 

3. II. 620 ' 646 | 7,32| 1,814 | 1,144 | 0,149 | 0,521 28,7 
D | 780 . 881 | 9,75 | 2,420 | 1,414 | 0,200 | 0,806 33,3 
5. II. | 380 ; 364 | 4,9 | 1,029 0,718 ' 0,040 | 0,271 26,3 
6. II. 1130 7,01 | 14,12 | 2,403 1,360 | 0,128 | 0,915 38,1 
7.I. | 1010 5,54 | 10,6 | 1,947 | 1,337 | 0,114 | 0,496 25,5 
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Tabelle I. EE, 


Datum = Diurese [Same | NaCl | et Sulfat Äther, Neutrals a 
ES Cem SO; ar Te SO» | SOs SOx. So | 





pi a 2 
10. III. || 1650 | 10,193 | 10,56 | 1,825 | 1,224 0,149 | 0,452 | 24,8 
11. III. | 1670 6,287 | 10,35 | 2,87 | 1,269 | 0,174 | O, 30,86 
13. ITI. | 2280 9.608 | 15.5 | 3,416 | 2,134 0.145 1137 | 333 
14. III. | 2500 772 |145 | 3,097 | 1,692 |0294 | 0211 | 39, 


Injektion Lie mg Tuberkulin 
15. III. || 1860 574 | 8,37 | 1,753 | 1,010 | 0,162 | 0,621 | 35,4 
16. III. | 1600 5,84 | 5,44 | 1,919 | 1,018 | 0,120 | 0,781 | 40,7 
| 


17. ITI. 2000 7,3 8,2 | 2,179 | 1,352 | 0,176 | 0,651 29,8 
19. III. 1760 7,413 | 10,2 | 2,647 | 1,509 | 0,145 | 0,983 37,2 
Injektion Img Tuberkulin 
20. III. 1570 4,408 | 4.3001 1,709 | 0,577 | 0,064 | 1,068 | 62,5 


21. ITI. 2030 6,27 |10,15 | 1,977 | 1.228 | 0,156 | 0,593 | 30 











22, IJI. 2340 7,55 |11,7 | 3,030 |2,105 | 0,227 | 0,698 | 23,04 
23. III. 1680 575 | 86 | 2,517 | 1,292 | 0,137 | 1,088 | 43,2 
24. ITI. 1750 7,62 |13,65 | 2,295 | 1,719 | 0,211 | 0,365 | 15,9 
Fall 3 
27. VII. | 1140 | 6,53 |11,97 | 1,712 | 1,255 | 0,1250; 0,332 | 19,4 
| Injektion Li, mg Tuberkulin 
28. VII. | 1110 471 | 8,8 | 1,570 | 1,143 | 0,087 | 0,340 | 21,6 
29. VII. 530 6,54 | 5,6 | 1,468 | 1,110 | 0,100 | 0,258 17,6 
30.VII. | 600 7,9 3,6 | 1,697 | 1,496 ' 0,013 | 0,188 | 11,1 
31. VII. 440 531 | 5,1 | 1,227 | 0,920 | 0,110 | 0,197 16 
LVL "` 560 7,39 | 7,84. 1,563 | 1,324 | 0,192 | 0,047 3 
3. VIII., 540 6,12 : 7,02 1,382 | 1,101 | 0,096 | 0,185 13,4 
Injektion 1,0 mg Tuberkulin 
4. VIII. | 880 6,87 | 14,08) 1,514 | 1,267 | 0,120 | 0,127 8,4 
5. VIII. 700 625 | 5,6 | 1,274 | 1,145 | 0,108 | 0,021 1,6 
6. VIII | 640 518 | 4,8 | 1,221 | 0,995 | 0,083 | 0,143 11,7 
7.VILI.! 680 534 | 7,26 | 1,037 | 0,858 | 0,097 | 0,082 8 
Fall 4 
15. VIII. | 1310 8,91 1,360 0,388 0,064 0,298 | 22,1 
16. VIII. 1500 123 1,438 0,526 | 22,4 


en U, mg Tuberkulin 


17. VIII. | 1250 7,7 |10,0 | 1,730 | 1,386 | 0,107 | 0,237 13,7 
18. VIII. | 1300 591 | 9,75 | 1,360 | 1,022 | 0,103 | 0,235 17,3 
19. VIIL! 980 526 | 7,6 , 1,191 | 0,345 | 0,075 | 0,171 14 
22. VIII. | 1100 63 |11,5 | 1,449 | 1,023 | 0,094 | 0,332 | 23 
23. VIII. | 1250 72 |10,6 | 1,670 | 1,333 | 0,086 | 0,251 15 
24. VIII. | 1100 6,7 8,25 | 1,707 | 1,170 | 0,124 | 0413 | 2,2 


Injektion Img Tuberkulin 











25. VIII. | 750 6,3 | 7,5 | 1,558 | 1,191 | 0,103 | 0,264 17 
2%. VIII. | 1230 7,2 | 8611| 1,514 L 112 0, 114 | 0, 19 
27. VIII. ; 1400 72 ; 98 | 1,917 0, 120 | 0,493 25 
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Aus den Tabellen geht hervor, daß nach der Tuberkulininjektion 
in jedem Falle ohne wesentliche Zunahme der Stickstoffausscheidung 
im Harn eine charakteristische Verschiebung der Neutralschwefel- 
ausscheidung eintritt. Trotzdem alle Fälle mit der gleichen Tuberkulin- 
menge behandelt wurden, ist jedoch die Art dieser Veränderung nicht 
gleichartig. Es lassen sich vielmehr deutlich zwei Typen erkennen. 
In den beiden ersten Fällen zeigt sich bei je zwei Injektionen eine 
deutliche, zum Teil anhaltende Zunahme des Neutralschwefelwertes. 
St. (Fall2) erreicht an einem Tage (20. März 1922) den ungewöhnlich 
hohen Wert von 62,5 Proz. Bei den beiden anderen Fällen (3 und 4) 
kommt es bei wieder zwei Injektionen zu einer Abnahme des Neutral- 
schwefels; diese ist zum Teil sehr beträchtlich; der niedrigste gefundene 
Wert ist 1,6 Proz. 

Die beobachteten Veränderungen legen einen Vergleich mit der 
Injektionswirkung verschieden großer Schwefeldosen nahe. Bekanntlich 
bewirken große Schwefelmengen eine Abnahme, kleine eine Zunahme 
des Neutralschwefels. Die auf Tuberkulin mit einer Verminderung der 
Neutralschwefelausscheidung reagierenden Tuberkulösen — Fälle 3 
und 4 — zeigen also auf dieselbe Tuberkulindosis eine qualitativ stärkere 
Reaktion als die beiden ersten Fälle; diese aber haben in ähnlicher 
Weise reagiert, wie es bei mit kleinen Schwefeldosen Behandelten der 
Fall zu sein pflegt. Diese verschiedene Beeinflussung durch quantitativ 
gleiche Tuberkulinmengen bei verschiedenen Individuen bietet uns in 
Übereinstimmung mit klinischen Beobachtungen ein objektiv faßbares 
Beispiel für die wechselnde Empfindlichkeit gegenüber dem Tuberkulin. 

Die gleichzeitig vorgenommene Prüfung von Kochsalz- und Wasser- 
haushalt ergab mit großer Regelmäßigkeit eine Abnahme von Diurese 
und NaCl-Ausscheidung. In den Fällen 3 und 4, die daraufhin beob- 
achtet wurden, war dieser Vorgang von Blutverdünnung und Gewichts- 
abnahme begleitet; dies entspricht der von Meyer-Bisch!) als „positive 
Wasserreaktion‘‘ bezeichneten Reaktionsweise. 

Bisher sind in der Literatur nur Diuresesteigerungen nach Tuber- 
kulin beschrieben worden (May, Reichmann, Stuhl, Meyer-Bisch); in 
Anbetracht dessen, daß der Wasserhaushalt auch in durchaus ent- 
gegengesetzter Weise beeinflußt werden kann, erscheint die hier ge- 
machte Feststellung von besonderem Wert). 


B. Normalfaälie. 
Nachdem in dieser Weise festgestellt war, daß Tuberkulin beim 
Tuberkulösen ähnliche Stoffwechselveränderungen verursacht, wie un- 
1) Robert Meyer-Bisch, Klin. Wochenschr. 1922, S. 1871. — 51 Die bisher 
angeführten Untersuchungsergebnisse sind in der Inaug.-Diss. von F. Günther, 
Göttingen 1922, niedergelegt. 
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spezifische Substanzen, wurden in derselben Weise Nichttuberkulöse 
untersucht. 


Bei allen drei Patienten, deren Untersuchungsergebnisse in den folgenden 
Tabellen zusammengestellt sind, ergab weder die klinische, noch die rönt- 
genologische Untersuchung einen Anhaltspunkt für das Vorhandensein 
einer aktiven oder inaktiven Tuberkulose. Fall 1 litt an einer kompensierten 
Mitralinsuffizienz, Fall 2 an Asthenie mit Neigungen zu Durchfällen ohne 
nachweisbar organische Grundlage; bei Fall3 bestanden Beschwerden 
nach einem klinisch ausgeheilten Ulcus duodeni. 

















Tabelle II. 
Datum ` E d Gesamte NaCl | Gesamt. | Sulfat | Ather» | Neutral. E au 
1922 | ce g S Os SO, | SOs S dée SO, 
Fall 1 
2.XII. |1100—1032| 63 | 12 | 1,901 | 1,634 | 0,07 | 0,29 | 15,5 
3. XII. || 1300—1032 | 13,0 11,3 | 3,015 | 2 409 0, 07 0,535 17,7 
4. XTI. |1600—1031| 13,6 25,7 | 2,832 ! 2 227 0, 10 0,515 18,2 














Injektion Img Tuberkulin 


5. XIIL ; 880-1036) 10,1 | 13,4 | 1,956 | 1,501|0,07 | 0,360 | 19,5 
6. XII. | 1350—1028 102 | 108 | 2556 | 1.825 0.09 | 0639| 25 




















7. XIL |1200-1030| 7,0 | 136 | 1,976 | 1,876 | 0,01 | 0,090 0 
8. XII. | 1000—1029 62 | 100 | 2332 | 1,749 | 0,036 | 0.487 | 20,9 
Fall 2 
13. VI. [1460—1018' 11,2 | 11,9 | 2,284 | 1,864 | 0,179 | 0,241 10,5 
14. VI. , 1200—1020 , 11,0 | 14,5 | 2,257 | 1,764 | 0,169 | 0,324 14,4 
15. VI. ,1600—1017' 12,9 | 12,5 | 2,766 | 2.256 | 0,203 , 0,307 11,1 
Injektion Img Tuberkulin 
16. VI. j;1400-—-1018| 10,7 ! 11,5 | 2,742 : 1,690 | 0,144 ; 0,908 | 33,1 
17. VI. | 800-1023) 9,6 14,8 | 1,951 1,531. 0.093 | 0,327 16,8 
18. VI. \1500-1017| 13,1 | 12,0 | 2,778 | 2423 0,170 | 0,185 6,6 
19. VI. || 880—1023| 10,7 | 13,8 | 2,234 1,850 | 0,120 | 0,264 | 11,8 
20. VI. ,1280-1022| 12,7 , 13,5 | 2,432 1,844 | 0,146 | 0,342 | 14 
Fall 3 
13. VII. || 760-1021 | 11,3 | 11,4 | 1,960 | 1,801 | 0,039 | 0,120 6,1 
14. VII. | 520 | 87 | 83 | 1,363 | 1,137 | 0,086 | 0,130 0.8 
15. VIL '| 360—1018, 98 | 135 | 1.791 | 1,525 | 0,135 | 0,131 7,9 


16. VII. | 1020—1017| 78 | 88 | 2225 | 1,942 | 0,143 | 0,140 6,3 


Injektion 1 mg Tuberkulin 


17. VII. |1260—1012' 10,8 | 9,7 | 1,443 | 1,095 |0,068| 0,279 | 18 
18. VII. 1260-1020 13,8 | 12,5 | 2870 | 1,924 : 0.149 | 0,797 | 28 
19. VII. 1020-1016! 105 ! 81 | 2,130 | 1,723 | 0,103 | 0,304 | 14,3 
20. VII. ||1200—1015| 112 | 66 | 3,168 | 1,891 | 0.1111 1,366 | 43 


Aus den Tabellen geht hervor, daß in ganz ähnlicher Weise auch 
bei Normalfällen wie bei den 'Tuberkulösen eine Tuberkulininjektion 
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eine Veränderung der prozentualen Neutralschwefelausscheidung be- 
wirkt. Die Ähnlichkeit geht so weit, daß auch hier zwei Typen unter- 
schieden werden können, da bei zwei Patienten eine sehr starke Ver- 
minderung bis zum völligen Verschwinden des nicht oxydierten Schwefel- 
anteils in Fall 1, in Fall 3 nur eine deutliche Steigerung eintrat. Insofern 
besteht ein gewisser Unterschied, als der Abnahme bei den Fällen 1 und 2 
eine deutliche, kurzdauernde Steigerung des Neutralschwefels voran- 
geht. Auf Grund dieser Beobachtung erscheint es erlaubt, anzunehmen, 
daß auch bei den übrigen beobachteten Fällen ein vorhergehendes 
Stadium der Zunahme bestand, allerdings von so kurzer Dauer, daß 
es bei der angewandten Methodik, die 24stündige Harnmenge zu unter- 
suchen, nicht deutlich wurde. Eine Stütze für diese Auffassung gibt 
auch einer der von Meyer-Bisch und Basch!) veröffentlichten Fälle, 
bei dem nach der Injektion einer großen Schwefeldosis einem zwei- 
tägigen vollkommenen Verschwinden des Neutralschwefels eine Zunahme 
auf 59 Proz. voranging. 


Beobachtung des NaCl- und Wasserstoffwechsels ergab in allen 
drei vorstehenden Fällen keine eindeutige Beeinflussung. 


Tuberkulin bewirkt also, wie die letztbeschriebenen Fälle klar 
ergeben, nicht nur an Tuberkulösen, sondern auch bei Nichttuberkvlösen 
eine deutliche Veränderung des Eiweißstoffwechsels, die mit der über- 
einstimmt, die nach der Injektion von Proteinkörpern und ähnlich 
wirkenden Substanzen beschrieben worden ist. 


Wir haben es demnach mit einer unspezifischen Komponente der 
Tuberkulinwirkungen zu tun. Gegenüber den unspezifischen Mitteln 
besteht nur insofern ein beträchtlicher Unterschied, als mit einer 
relativ geringen Menge von Y, bis 1 mg schon Stoffwechselwirkungen 
erreicht werden, wie wir sie sonst nur nach großen Schwefeldosen 
und nach keiner der übrigen Protoplasma aktivierenden Substanzen. 
wenigstens bei der klinisch üblichen Dosierung, erreichen können. 
Ob man diesen Unterschied als rein quantitativ auffassen darf, ist 
schwer zu sagen. Auffallend ist immerhin, daß Tuberkulin zwar ebenfalls 
wie größte Schwefeldosen ein Verschwinden des Neutralschwefels 
bedingen kann, daß es aber diese tiefgreifende intermediäre Verschiebung 
bewerkstelligt, ohne gleichzeitig einen derartig schweren Untergang an 
Körpersubstanz herbeizuführen, wie es nach großen Sulfurinjektionen 
die Regel war. 


Diese letztere Begleiterscheinung der Schwefelwirkung war es 
gerade. die die hohe Dosierung mit ihren Nebenwirkungen auf den 
Allgemeinzustand für die Klinik unbrauchbar machte und dazu führte, 


1) l. c. 
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nach einer grundlegenden Abänderung der Dosierungsvorschrift zu 
suchen. 

Daß die für den Schwefel in Betracht kommende Heilwirkung bei 
Gelenkerkrankungen durch diese Verminderung der Dosis nicht beein- 
trächtigt wurde, spielt natürlich bei diesen Erwägungen keine Rolle. 

Die Untersuchungen geben einen neuen Hinweis darauf, daß es 
notwendig und auch möglich ist, für die sogenannte Proteinkörper- 
wirkung — in erweitertem Sinne — möglichst exakte physiologisch- 
chemische Unterlagen zu finden. In neuester Zeit hat Maliva!), der die 
von Meyer-Bisch beschriebenen Stoffwechselwirkungen nach Sulfur- 
injektionen in wichtigen Punkten bestätigt und erweitert hat, mit 
besonderem Nachdruck auf diese Notwendigkeit hingewiesen. Es ist 
Maliva durchaus beizustimmen, wenn er die Ansicht ausspricht, daß 
es nicht statthaft ist, die Proteinkörperwirkung rein kolloidchemisch 
zu erklären. So wenig die Bedeutung dieser letzteren Vorgänge ge- 
leugnet werden kann, so wenig erscheint es angebracht, die Klärungen 
der exakten chemischen Unterlagen zu vernachlässigen. 


C. Neutralschwefel bei Amyloidosis. 

Im Hinblick auf Untersuchungen der jüngsten Zeit?), die gezeigt 
haben, daß durch parenterale Eiweißzufuhr unter bestimmten Versuchs- 
bedingungen beim Tier Amyloidosis experimentell erzeugt werden kann, 
erschien es von Interesse, am amyloiderkrankten Menschen die Neutral- 
schwefelausscheidung zu untersuchen. 

Gleich der erste Patient zeigte während der Beobachtungszeit konstant 
eine so außerordentlich starke Vermehrung nicht nur der prozentualen, 
sondern auch absoluten Neutralschwefelausscheidung, daß außerdem ncch 
drei weitere Fälle von Amyloid in gleicher Weise daraufhin nachgeprüft 
wurden. 

Die Methodik war die gleiche wie oben angegeben. Nur wurde der Urin 
entweder durch Kochen oder mit Uranylacetat zu gleichen Teilen enteiweißt 
und die Bestimmungen dann in klarem Filtrat aufgeführt. Gesamtstickstoff 
und Kochsalz wurden nicht in allen Fällen ermittelt. 


Die nachstehenden Tabellen ergeben vor allen Dingen eine ganz 
außerordentliche Steigerung der absoluten Werte des Neutralschwefels; 
bei zwei Fällen sind 1 und 2g die Regel; auch bei den anderen sind 
sie beträchtlich erhöht. 

Wir sehen also, daß beim Amyloid im Prinzip dieselbe Veränderung 
des Neutralschwefels spontan vorkommt, die wir durch Tuberkulin 
und unspezifische Substanzen experimentell erzeugen können. Eine 
gewisse praktische Bedeutung kann vielleicht darin erblickt werden, 
daß in zweifelhaften Fällen eine einwandfreie Erhöhung des Neutral- 
schwefels zugunsten der Diagnose ‚Amyloid‘‘ verwertet werden kann. 


1) Maliva, Wien. Arch. f. inn. Med.7, 311. 
2) Ouzynski, Klin. Wochenschr. 1923, S. 2193. 
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Tabelle IIl. 
Gg ae er eg Sulfat Atbers | Neutral- | Bi Bei 

















SO; | SO; SO; so, 


ccm 




















- Fall 1 
14. II. 1280-1021) — | — | 3,504 | 1,138 | 0,161 | 2215 | 632 
15. II. | 330—1030 | — — 1,466 | 0,548 | 0,079 | 0,859 572 
16. II. 430—1031; — _ 1,352 | 0,927 | 0,007 | 1,018 52,1 
18. II. 530—1027 | — => 2,568 | 1,150 : 0,111 | 1,307 | 50,9 
19. II. 770—1020 | — — 3,588 | 1,366 ; 0,032 | 2,130 59,4 
Fall 2 
21.XI. |2120—1015| — |23,32 | 3,652 | 1,948 | 0,114 | 1,590 | 435 
26. XI. 1640—1020) — 14,7 | 2,032 | 0,748 | 0,116 | 1,228 58.9 
27.XI :2200—1020 | — 18,0 | 3,236 | 1,316 | 0,156 | 1,764 54,5 
Fall 3 
7. XI. 1000— 102€ 8,1 89 | 1,537 | 1,174 | 0,120 | 0,303 13 
8. XL [1000-104 | 72 | 65 | 1,416 | 1,025 | 0,106 | 0,285 | 20,1 
9.XI. |1100-1026| 8,2 | 825 | 1,976 | 1,347 0,018 | 0,611 | 30,9 
10.XI. | 960-1026] 72 | 8,35 | 1,765 | 0,344 | 0,131 | 0,630 | 35,7 
11. XI. 1000—1029 8,9 7,9 | 2,360 | 1,681 | 0,139 | 0,480 20,3 
Fall 4 
10.1. zu 11,2 7,7 1,675 | 1,137 | 0,08 | 0,457 27.4 
11. I | 920—1018) 7,1 | 10,7 | 1,717 | 1,131 | 0,06 | 0,526 | 30,6 
12. I.  .1100-1017| 9,7 |124 | 2,264 | 1,058 | 0,08 | 1,126 | 417 
13.1 840—1017 6,5 6,2 | 1,451 | 0,932 | 0,07 | 0,449 30,9 
14.1 800—1020 6,2 7,2 1,427 | 0,836 | 0,08 | 0,511 35,7 


Fall 1 Amyloid bei Wirbelsäulen tuberkulose. 
Fall 2 Amyloid bei Empyenfistel. 
Fall 3 Amyloid bei alter Hüftgelenkstuberkulose. 

Fall 4 Amyloid bei multipler Knochentuberkulose. 


Bei keinem der Untersuchten bestand Fieber. 


Die Verbrennungswärme des Glykogens !). 


Von 
Rolf Meier und Otto Meyerhof?). 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Kiel.) 
(Eingegangen am 28. Juni 1924.) 


Für die Energetik der Muskelkontraktion spielt, wie am anderen 
Ort ausführlich dargelegt wurde?®), die Wärmebildung der Spaltung 
des Glykogens in Milchsäure eine hervorragende Rolle: Cs Ha Ux + H0O 
= 2C,H,0,. Um sie genau berechnen zu können, müssen die Ver- 
brennungswärmen des Glykogens und der Milchsäure, sowie die Lösungs- 
und Verdünnungswärmen bekannt sein. Denn es handelt sich im Muskel 
um den Übergang gelösten oder mit Wasser gequollenen Glykogens in 
verdünnte Milchsäure. Die Verbrennungswärme der Milchsäure wurde 
zu diesem Zweck von dem einen von uns neu bestimmt®). Es ergab 
sich auf dem Wege über Zinksalz 3601 cal für verdünnte Säure, während 
die bis dahin angenommene Zahl von Luginin, die aber nur auf Berechnung 
beruhte, 3661 cal betrug. Der Wert für konzentrierte Säure (Kahlbaum 
1,21; etwa 74 Vol.-Proz.) ergab sich daraus zu 3615 cal. Eine Bestimmung 
von Emery und Benedict®) aus dem Jahre 1911, die bei der Veröffent- 
lichung von O. Meyerhof — infolge Unkenntnis derselben — nicht 
berücksichtigt war, hatte bei direkter Verbrennung der Kahlbaumschen 
Säure ebenfalls genau 3615 cal ergeben. Die auf Veranlassung von Prof. 
Roth von Dr. Ginsberg vorgenommene Wiederholung der Messungen 
von O. Meyerhof auf dem Wege über Zinksalz ergab 3603 cal für ver- 
dünnte Säure®), und mit Berücksichtigung der Bestimmungen aus dem 
Äthyl- und Methylester für konzentrierte Säure (90 Proz.) 3619 cal. 


r 


1) Die Arbeit wurde mit Unterstützung der Rockefeller-Stiftung aus- 
geführt, der wir auch hier unseren besten Dank sagen. 

2) Mitglied des Kaiser Wilhelm -Instituts für Biologie. 

3) O. Meyerhof, Pflügers Arch. 195, 22, 1922; 204, 295, 1924. 

4) Derselbe, diese Zeitschr. 129, 594, 1923. 

5) Amer. Journ. of Physiol. 28, 301, 1911. 

6) Ginsberg, Dissertation Braunschweig 1923. 
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Man kann daher die Verbrennungswärme der Milchsäure als außer- 
gewöhnlich genau bestimmt ansehen, und zwar für verdünnte Säure zu 
3602 cal. 

Die Verbrennungswärme des Glykogens ist von Stohmann und 
Schmidt!) bestimmt worden an einem Präparat von Kaninchenleber 
und ergab sich zu 4191 cal für das Anhydrid, also für 0,9g, obiger 
Reaktion entsprechend, 3771 cal. Das Präparat war entfettet, bei 120° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, jedoch eine Elementaranalyse 
nicht ausgeführt. Es enthielt nur 0,045 Proz. Asche. Weiterhin be- 
stimmten Emery und Benedict (a. a. O.) die Verbrennungswärme 
an zwei nicht speziell gereinigten aschehaltigen Präparaten und bezogen 
die Verbrennungswärme auf den gleichzeitig gemessenen Kohlenstoff- 
gehalt, der theoretisch 44,42 zu betragen hat. Präparat 1 (C 43,34 Proz.), 
Glykogen von Ascaris, gab 4212 cal pro Gramm; Präparat B mit 
42,39 Proz. C und größerem Aschegehalt gab 4241 cal, im Durchschnitt 
also pro 0,9 g 3805 cal. Schließlich bestimmte zur Kontrolle des Stoh- 
mannschen Wertes Ginsberg die Verbrennungswärme an einem Präparat 
von Kaninchenleber und fand in Übereinstimmung mit Stohmann 
4188 cal, d. h. für 0,9 g 3769. Einen ganz abweichenden Wert dagegen 
erhielt Slater?), nämlich 3883 cal für Glykogenhydrat Ce Date. H0O, 
eine Bestimmung, die allerdings auf Grund einer privaten Mitteilung 
wegen Änderung des Eichwertes auf 3843 cal reduziert werden muß?). 
Slater benutzte Mytilusglykogen, das er nach der Methode von Atkins’) 
durch Abdestillieren eines Siedegemisches von Wasser — Benzol— Alkohol 
reinigte und das auf diese Weise, wie die Elementaranalyse ergab, 
genau als Hydrat erhalten wurde. Slater erklärt die abweichenden 
Resultate der übrigen Autoren dadurch, daß sie mangels einer Elementar- 
analyse den Wassergehalt ihrer Präparate übersehen hätten. 

Um die hierdurch hervorgerufene Unsicherheit zu beseitigen, 
haben wir eine Reihe von Bestimmungen der Verbrennungswärme 
mehrerer Glykogenpräparate vorgenommen und gleichzeitig die Lösungs- 
und Hydratationswärme gemessen. Außer dem von Slater benutzten 
Mytilusglykogen interessierte uns besonders das Glykogen aus Frosch- 
muskeln. Mit diesen hat der eine von uns (0. Meyerhof) die Wärme- 
messungen ausgeführt, und daher ist die Verbrennungswärme desselben, 
besonders wenn Abweichungen zwischen den verschiedenen Glykogen- 
arten vorkommen sollten, von besonderer Wichtigkeit. 








1) Journ. f. prakt. Chem. 50, 385, 1894. 

2) Journ. of physiol. 58, 153, 1923. 

3) In der nach Druck unserer Arbeit erschienenen ausführlichen 
Publikationen von Slater (Biochem. Journ. 18, 629, 1924) ist als Mittel 
aus sechs Verbiennungen 3844,8 cal angenommen. 

4) Journ. of Chem. Soc. 107. 916, 1915. 





Verbrennungswärme des Glykogens. 235 


Wir teilen unsere Ergebnisse in der folgenden Reihenfolge mit: 
Herstellung der Präparate. 
Eichung der Bombe und Ermittlung der Korrekturen. 
Erhaltene Verbrennungswärmen. 
Lösungs- und Hydratationswärmen. 
Diskussion der Resultate. 


| 1. Herstellung der Präparate. 

Als Ausgangsmaterial der ersten beiden Präparate diente Merck- 
sches Glykogen von Mytilus, welches etwa 4 Proz. Verunreinigungen 
enthält. Wir reinigten es im wesentlichen nach der Methode von Gatin 
Gruczewska!). Es wurde zu diesem Zweck mit 30proz. Kalilauge gekocht 
und zweimal mit Jodkali und Alkohol, dreimal mit Alkohol und Essig- 
säure und noch 13mal mit Alkohol gefällt, schließlich mehrere Tage 
in absolutem Alkohol stehengelassen, in Soxhlethülsen mit Äther 
extrahiert und dann noch in Äther stehengelassen. Präparat 1 gab nach 
dieser Behandlung bei der Analyse 1,4 Proz. Asche und nach Abrechnung 
des Aschegehalts 44,21 Proz. C, 6,13 Proz. H, gegen theoretisch 
44,42 Proz. C und 6,17 Proz. H. Innerhalb der Fehlergenauigkeit 
stimmten Zuckerausbeute und Drehung mit der theoretisch erwarteten 
überein. N,-Probe war negativ. Präparat 2 war in fast allen Punkten 
ebenso behandelt, jedoch nicht mit KOH gekocht, andererseits wurde 
es noch zweimal 48 Stunden lang in Kollodiumhülsen dialysiert (auf 
Rat von. Dr. J. E. Lesser, Mannheim); doch war der Aschegehalt auch 
dann noch 1,2 Proz. 

Das dritte Präparat wurde von uns nach der Vorschrift von Pflüger 
aus Froschmuskeln dargestellt und ungefähr ebenso behandelt wie das 
Mytilusglykogen. Es wurde zweimal mit Jodkali und Alkohol, dreimal 
mit essigsaurem Alkohol und 19mal mit Alkohol gefällt, zum Schluß 
mehrere Male mit absolutem Alkohol, viermal 48 Stunden dialysiert 
und schließlich mit Äther behandelt. Die Präparate wurden dann bei 
1100 und anschließend im Hochvakuum getrocknet. Die Elementar- 
analyse des Froschmuskelglykogens, ausgeführt von Dr. Weil, München, 
ergab 1,47 Proz. Asche und unter Abzug derselben 44,18 Proz. C und 
6,47 Proz. H, also 0,25 Proz. C zu wenig und 0,3 Proz. H zu viel, 
wie es indessen durch die Hygroskopizität bedingt sein kann. 

Da wir in der Regel wie Slater das Hydrat verbrannten, so wurden 
die Präparate an der Luft im Wägezimmer aufgestellt und in dieser 
Form gewogen und verbrannt. Der Wassergehalt ist indes unter diesen 
Umständen nicht genau stöchiometrisch (10 Proz.), sondern schwankt 
von 10 bis 12 Proz. (gelegentlich 13 Proz.). Die einzelnen Werte sind 
aus der Tabelle III ersichtlich. 


1) Pflügers Arch. 102, 569ff., 1904. 
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Gleichzeitig mit der zur Verbrennung dienenden Substanzmenge 
entnahmen wir dem Vorrat eine Probe, die zunächst bei 110° und dann 
zwei- bis dreimal je zwei Stunden über P,O, bei 0,06 mm Hg und 100° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde. Hieraus berechneten 
wir den Wassergehalt für die Bombenverbrennung. Um indes von 
allen Fehlern, die durch die Schwankungen des Wassergehalts entstehen 
können, unabhängig zu sein, bestimmten wir außerdem die bei der 
Verbrennung gebildete Kohlensäure, die in Natronkalkröhrchen auf- 
gefangen und gewogen wurde. 

Die Asche des Präparats wurde durch Abrauchen mit Schwefelsäure 
sowie durch Glühen bestimmt. Durch die Bestimmung des Gewichts, 
des Wassergehalts, der Asche einerseits und durch Auffangen der 
Kohlensäure andererseits ergeben sich zwei voneinander unabhängige 
Werte für die Verbrennungswärme, die in den Tabellen III und IV 
angegeben sind. Als Beweis der Genauigkeit der Methoden kann gelten, 
daß für die gleichen Präparate die auf diese Weise berechneten Mittel- 
werte fast genau übereinstimmen. 


2. Eichung der Bombe und Ermittlung der Korrekturen. 


Als Bombe benutzten wir die Berthelotsche Bombe des chemischen 
Instituts, mit der die Bestimmung der Verbrennungswärme der Milch- 
säure von dem einen von uns ausgeführt war und die uns wiederum 
freundlichst von Herrn Prof. Diels und dem Abteilungsvorsteher Prof. 
Preuner überlassen war. Auch das Thermometer war das gkiche ge- 
prüfte Beckmannthermometer, sowie das ganze Verfahren (Zündung 
mit Pt-Draht, Initialzündung durch Kollodium usw.) das gleiche wie 
früher. Jedoch war die mittlere Temperatur bei den Verbrennungen 
nicht 13, sondern etwa 19°. Wir wiederholten die Eichung mit Saccharose. 
Während die Bombe das vorige Mal bei der Eichung mit Benzoesäure 
und Saccharose einen Wasserwert von 345 ergab, erhielten wir jetzt 
in neun Bestimmungen einen Wasserwert von 349,5. Der Unterschied 
liegt möglicherweise an der höheren Temperatur und der dadurch 
bedingten Änderung der spezifischen Wärme des Systems. Aus diesem 
Grunde haben wir für die Berechnung dieses Mal nur den neu bestimmten 
Wert berücksichtigt. 

In mehreren Versuchen wurde gleichzeitig mit der Kohlensäure 
das gebildete Wasser bestimmt. Dann wurde die Bombe in einem 
Ölbade von 110° erhitzt und noch zwei gewogene CaCl,-Röhrchen 
eingeschaltet. Die Kontrollmessungen für die Kohlensäure wurden 
gleichzeitig mit den Verbrennungen der Saccharose ausgeführt. Aus 
der Tabelle II ergibt sich, daß unter Berücksichtigung des Kohlensäure- 
gehalts der Bombenfüllung, der jedesmal gesondert bestimmt wurde, 
ein durchschnittlicher Verlust von 0,0024g CO, = 0,21 Proz. der 
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Tabelle I. 
Eichung des Kalorimeters (Eichsubstanz Saccharose). 


Benutzte Temperature l Kalorien | 


Nr. Wassers anstieg gehildet ee 


korrigiert 





O GD 159 G b E LA red 


Durchschnitt: 349,5 + 1,5- 


gebildeten Menge vorkam. Dieser Verlust wurde bei der Verbrennung 
des Glykogens als Korrektur hinzugefügt. Abgesehen davon mußte 
noch die Kohlensäure aus dem Kollodium berücksichtigt werden. 


Tabelle II. 
Kontrollmessungen für die CO,-Bestimmungen mit Saccharose. 






























"Saccharoses| Berechnete | Gewogene Korrektur für | Korrektur f. | Korrigierte Fehler 
Nr. | menge Menge CO, | Menge CO; | Bombenfüllung | Kollodium | Menge CO, 

l g g g g g g T 
11 06835 | 1055 | 1,0549 1,052 | — 0,003 
3 | 0,7629 | 1177 | 1.1756 — 0.0016) 1174 | —0.003 
4 | 0,7765 | 11985 | 1,1995 — 0,001 | 1,1965 | — 0,002 
6 | 0,6987 | 1,0784 | 1,0820 — 0,003 | 1,077 | — 0.0014 
T | 0,7544 | 1,1646 | 1,166 — 0,0028; 1.161 | — 0,0036 
9| 07435 | 1148 | 1154 — 0.0028 | 1.1472 | — 0,0008 





Durchschnitt: — 0,0024 


8. Erhaltene Verbrennungswärmen. 

In der Mehrzahl der Versuche wurde das Glykogenhydrat ver- 
brannt. In diesem Falle wurden in der Regel in die Bombe 4 ccm 
destillierten Wassers eingefüllt. In denjenigen Fällen, in denen wir 
das anhydrische Glykogen verbrannten, wurde das Wasser weggelassen 
und dafür eine Korrektur von -+ 2,5cal für Wasserdampfsättigung 
angebracht. In diesen letzteren Fällen wurde die Substanzmenge, die 
zur Verbrennung diente, zuerst im Hochvakuum bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet, dann die gepreßte Pastille noch einmal im Hoch- 
vakuum getrocknet und rasch in die mit CaCl, vorgetrocknete Bombe 
eingefüllt. Um zu kontrollieren, wieviel Wasser von der Pastille in der 
Bombe aufgenommen wurde, befestigten wir probeweise eine fertig 
getrocknete Pastille in der Bombe und öffneten nach Ausführung aller 
vorbereitenden Manipulationen und längerer Wartezeit die Bombe 
wieder und wogen die Pastille erneut. Die Gewichtszunahme entsprach 
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nur einer Aufnahme von 0,5 Proz. Wasser. 


R. Meier u. O. Meyerhof: 


Ferner 


wurde in diesen 


Fällen auch das bei der Verbrennung gebildete Wasser bestimmt, 
doch sind die Resultate dafür nur auf 1 Proz. genau. 


Tabelle III. 


Berechnung der Verbrennungswärme aus Gewicht, Wasser und Aschegehalt. 




























































































, Glyko» Glykos 9 £ Dec I Ge | Ges z e Z 8 
Ke gen” Eañ Z < Ka ege | bildete SC | Bé 
= an g Proz. | Proz. g~ 
(nu, f| 0,832 |10,0|1,4 | 0,5600] 2298 | 0,899 | 2380 | 2373 | 4237 | 3813 
2 ; (2 l 0,6486 | 10,4; 1,4 | 0,5721 | 0,913 2420 ' 2410 | 4213 3792 
d SE). 0,6480 | 10,3 | 1,4 0,5722 2290 | 0,916 . 2418 | 2412 | 4216 3795 
4 JE U 0,5919. — | — 2297| 0851 2252 | 2245| — — 
5 g= (| 0,6543 11,3'1,2 |0,5725 2293 | 0,919 | 2428 | 244 4234 . 3811 
6 1153| ve 11,2;1,2 [0,5507 2290 | 0,885 | 2344 | 2334 | 4238 . 3814 
7 | SC || 0,5662 | 11,6 |1,2 : 0,4937 2296 | 0,787 | 2082 | 2073 | 4200 3780 
dE 0,5949 | 11,9 | 1,3 i 0,5161 . 2299 | 0,822 | 2177 | 2170 4204 3784 
gi, $ | 0,6477 | 11,8 | 1,35 | 0,5626 ; 2300 | 0,899 | 2381 | 2374 4219 3796 
d = (0,3926 | — | 1,35 | — 12300 | 0,536 | 1421 113° — | — 
11 | Frosch | 0,5292, O |1,47 \ 0,5214 | 2300 | 0,834 | 2209 | 2205 | 4229 | 3806 
12 ||Anhydr.| 05411! 0 |147 |0,5332| 2300 | 0855 | 2265 | 2258 | 4235 3812 

Tabelle IV. 

Berechnung der Verbrennungswärme aus der gebildeten Kohlensäure. 
2.518; | Korrektur g CO, für ch Sc get œ 
SERAESE SES) sa |585 50] ESS 

Nr. | 222 | 293 | CUTI 8% ZSP Ser Sos 
O DIc Kollodium | ten | Verlust “ala Eed Kla AE 

e 1 e | füllung 2 i | 
p S R E ie Er 

2 0,648610 9304 — 0,003 0  — 0,003 | 0,93040,5711] 2410 | 4220 3798 

3 0.6480 0.0308 — 00018: 0 |+ 0003/0932 0,5721) 2412 | 4216 3795 

4 | 0,5919 0,8624 0.0019 © L 0.003 '0,8652\0.5310 2245 | 4228 : 3805 

5 ‚0.6543.0,9357 : — 0,0007 | — 0,002 ; + 0.002 10.935 |0,5739| 2424 | 4223 , 3801 

6 0,6286 0,9036 — 0,0028 : — 0,002 | + 0,002 |0,901 [0,5531| 2334 | 4220 | 3798 

7 |0,5662.0,8028 | — 0,0028 — 0,002 + 0,002 0,800 |0,4911| 2073 '4221 | 3799 

8 |0,5949 0,8449 — 0,003 — 0,003 | + 0,002:'0,841 (0,5163) 2170 ! 4203 3783 

9 :0.6477/0,9234 — 0.0023 — 0,003 | + 0.002 .0,920110,5646| 2374 | 4205 | 3784 

10 0,3926 0,5514 — 0,003 '— 0,003 | + 0.009 .0,54740,3361| 1413 | 4204 | 37 

11 '0,52920.8554 — 0,0029 — 0,004 | + 0,002 0,8505 0,5230| 2205 | 4116 | 3795 

12 0,5411,0,8725 — 0,0028 — 0,004 , + 0,002 ‚0,8677.0,5326| 2258 | 4239 : 3815 





Die erhaltenen Werte sind in den Tabellen III, IV und V wieder- 


gegeben. 


In jeder derselben sind die Werte für die beiden Mytilus- 


präparate, das Froschglykogen als Hydrat und als wasserfreies Glykogen 


verzeichnet. 


Tabelle III enthält die Berechnung aus dem Gewicht, 


Wasser- und Aschegehalt, die nur in Nr. 4 und 10 nicht durchgeführt. 
wurde, da der Wassergehalt hier nicht bestimmt worden ist. Tabelle IV 


enthält die Resultate aus der gebildeten Kohlensäure. 


Diese ist nur 
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Tabelle V. 
Übersicht. Gilykogenverbrennungswärmen. 


































4 | 5 | eo | n | 9 

L ke S S i 
| 8 EF F = ERO | Durch» | Durch» on į 

3 E 33 oe KR? schnitt | schnitt n= 
(el 4237 SS 
2 E 4213 4220 en 2 
3 | (2 4216 4216 Soit: A 
4 | £ — 4228 3801 | 3799 +1 d 
5 |) = (| 4234 4223 | 3801 ed 
6 | | 3 | 4238 4220 | 3798 = 
"el 4200 4221 | 3799 t4, 
8 i} = [| 4204 4203 | 3783 
9 1 2 !| 4219 4205 | 3784 (rm 3784 | 3786 | +25 
10 j Z _ — | 4204 | 3784 
11 || Frosch | 4229 3806 4116 3794 
12 L dec) 4235 | 3812 | 4239 | 3815 } 3809 a: e 


in Nr. 1 nicht für sich bestimmt worden. In Tabelle V ist eine Übersicht 
über die erhaltenen Resultate pro l g und 0,9 g wasserfreies Glykogen 
gegeben sowie die Durchschnittswerte nach beiden Berechnungen. Im 
allgemeinen stimmen die aus der Kohlensäure berechneten viel besser 
überein, und nur ein einziger Wert (Versuch 11, wasserfreies Glykogen) 
weicht, vielleicht durch einen Fehler der Kohlensäurebestimmung, 
stärker ab. Man sieht, daß im Durchschnitt das Glykogenhydrat aus 
Mytilus eine um 14cal größere Verbrennungswärme besitzt, wie das 
Glykogen aus Froschmuskeln. Die Verbrennungswärme des wasser- 
freien Glykogens ist andererseits um 21 cal größer als die des Hydrats. 
Diese Differenz entspricht vollständig der Hydratationswärme, wie im 
nächsten Abschnitt gezeigt wird, ein Beweis für die Genauigkeit der 
Messungen. In der Tat ist auch die Differenz zwischen dem Frosch- 
und Mytilusglykogen größer, als daß sie auf Fehler der Wärmemessungen 
zurückgeführt werden könnte. Eine andere Frage jedoch ist, ob sie auf 
einer tatsächlichen Verschiedenheit der beiden Glykogenarten beruht 
oder auf gewissen Beimengungen, zumal ja die Elementaranalysen 
zwar innerhalb der möglichen Fehler liegen, aber doch nicht ganz genau 
dem theoretischen Wert entsprechen. Eine weitere Möglichkeit ist, 
daß die Asche als Acetat vorliegen könnte und dadurch ein Fehler 
des Resultats um mehrere Kalorien herbeigeführt wird. Diese Frage 
ist demnach nicht zu entscheiden. 


4. Lösungs- und Hydratationswärmen. 


Die Hydratationswärme des Glykogens wurde wie die entsprechenden 
Wärmegrößen der Milchsäure in vierwandigen Dewarzylindern bestimmt. 


16* 
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Das Glykogenhydrat wurde in ein dünnwandiges Reagenzglas gefüllt, 
das sich im Kalorimeter befand und dessen Boden nach Temperatur- 
ausgleich mit einem Draht durchstoßen wurde. Bei der Lösung des 
wasserfreien Glykogens mußte eine vorherige Wasseraufnahme ver- 
mieden werden. Es wurde daher ein geschlossenes Wägegläschen, in 
dem die Trocknung im Hochvakuum und die Wägung vorgenommen 
war, umgekehrt am Korkstopfen des Kalorimeters befestigt, wobei 
der Glasstopfen des Wägeglases durch einen zangenförmig gebogenen 
Draht festgehalten wurde, dessen Ende oben aus dem Kalorimeter 
heraussah. Nach Temperaturausgleich wurde durch kräftigen Druck 
auf das herausstehende Drahtende der Glasstopfen des Wägeglases nach 
unten herausgezogen, wobei das Glykogen in die Flüssigkeit hineinfiel. 
Die am Rande des Wägeglases zurückgebliebene Substanzmenge wurde 
nachher zurückgewogen. Da wir beobachteten, daß das Glykogen sich 
in verdünnter Natriumchloridlösung rascher löst als im destillierten 
Wasser, haben wir die Lösung in 0,5proz. Natriumchlorid vorgenommen, 
da dies an der Lösungswärme nichts ändern kann. Auch so geht die 
völlige Auflösung nicht sehr rasch vor sich und durch zu lange Aus- 
dehnung des Versuchs oder unvollständige Lösung entstehen Fehler. 
Zur möglichsten Konstanthaltung der Außentemperatur wurde das ` 
Dewargefäß in den wassergefüllten Mantel der Bombe gestellt und 
automatisch durch auf und ab gehenden Rührer gerührt. Gleichwohl 
mißlang eine Reihe von Messungen infolge der angegebenen Fehler, 
und nur drei verhältnismäßig gut gelungene Versuche mit wasserfreiem 
Glykogen und zwei mit Glykogenhydrat erwiesen sich für die Berechnung 
geeignet. Zur Ausführung dieser Messungen benutzten wir Leber- 
glykogen vom Frosch, das in derselben Weise wie das Muskelglykogen 
hergestellt, aber nicht zur Bestimmung der Verbrennungswärme ge- 
braucht wurde. Als Hydrat besaß es einen Wassergehalt von 13 Proz. 
(s. Tabelle VI). Im Mittel ergab sich für das anhydrische Glykogen 
34,8 cal, oder für 0,9g 31,1 cal. Für das Glykogenhydrat 10,6 cal, 
Differenz 20,5 cal. Diese Differenz, d.h. die eigentliche Hydratations- 
wärme C, Ha 0: + H,O = Ca Ha Us. HgO entspricht genau der Differenz 
der Verbrennungswärmen. 


5. Diskussion der Ergebnisse. 


Unter Benutzung der Lösungswärme des Glykogenhydrats und 
wasserfreien Glykogens erhalten wir also für Mytilusglykogen die Ver. 
brennungswärmen: 


Wasserfreies Glykogen (0,9g). . . . . 3820,5 cal 
Glykogenhydrat . . . . 2 2.2.2200 3800 ,, 
Gelöstes Glykogen (0,98). .. . ...» 3789 . 
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Tabelle VI. 
Lösungswärme des Glykogens. 





Korrigierte Kal Ken | pek 
Substanz Temperatur | Wasserwert | Kalorien orien Durch» 
pro g Gei schnitt 
BEST. EM EE ERBE Tada | 









0,375 | 0.000 117 11,6 27,8 
Sa 0360| 0107 | 117 | 125 313 ` 31,1 
Mem 0,512 | 0,166 117 19,4 
Glykogen- | 0,455 | 0,046 117 54 12,15 Tr 
hydrat 0,40 0,030 117 3,5 9,1 Ç 


Differenz: 20,5 
Für Froschglykogen: 


Weasserfreies Glykogen (0,9g). . . . . 3807 cal 
Glykogenhydrat . . . s. 2 2.20 .% 3786 ,, 
Gelöstes Glykogen (0,98). . . < . . . 3775,5 „ 


Es bestehen zweifellos gewisse Unterschiede zwischen den beiden 
Glykogenarten, insbesondere erscheint das Glykogen von Mytilus 
weniger stark aggregiert. Dies dürfte die Ursache dafür sein, daß es 
sich in gleicher Konzentration mit Jod weit schwächer dunkelbraun 
färbt, daß es weniger stark opalesziert, daß es mit Alkohol milchiger 
ausfällt und daß es bei der Trocknung das Wasser weniger leicht abgibt 
als Muskel- und Leberglykogen vom Frosch. Trotzdem ist es fraglich, 
ob dieser Unterschied mit einer meßbaren Differenz des Energiegehalts 
verknüpft ist. Es erscheint daher zweckmäßig, mit den Mittelwerten 
der Verbrennungswärmen zu rechnen: 


Weasserfreies Glykogen (0,9g) . . 3814 cal = 4238 pro g 
Glykogenhydrat . . . . 2... 3793 ,, 
Gelöstes Glykogen (0,9g) . . . . 3782 „ 


Diese Werte liegen etwa in der Mitte zwischen denen von Stohmann 
und Ginsberg einerseits, die sie um 40 cal übertreffen, und dem revidierten 
von Slater andererseits, hinter dem sie um 50 cal zurückbleiben ; anderer- 
seits stimmen sie etwa mit denen von Emery und Benedict überein, 
die ja auch die bei der Verbrennung gebildete Kohlensäure bestimmten. 
Vergleichen wir sie mit der von O. Meyerhof auf indirektem Wege 
errechneten Verbrennungswärme des gelösten Glykogens, so erhalten 
wir eine gute Übereinstimmung. Es ergab sich!), daß die diastatische 
Spaltung des Glykogens zu Maltose und Glucose durchschnittlich 
8 bis 10 cal pro Gramm Aldehydzucker bildet. Da die Lösungswärme 
der Glucose — 12,5 cal beträgt, die Verbrennungswärme (im Durch- 
schnitt nach verschiedenen Autoren) 3748 cal, so erhalten wir für 
gelöstes Glykogen 3770 cal pro 0,9g, wobei jedoch die nicht ganz 


1) Pflügers Arch. 204, 321, 1924. 
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sichere Verbrennungswärme der gelösten Maltose gleich der gelöster 
Glucose gesetzt worden ist. Andererseits treten bei der Spaltung von 
Glykogen in verdünnte Milchsäure durch in Phosphatlösung suspen- 
dierte zerschnittene Muskulatur im Durchschnitt 201 cal auf, wobei 
die Milchsäure sich mit Natriumbiphosphat umsetzt!). Da der Umsatz 
mit Phosphat 19cal erzeugt, die Verbrennungswärme verdünnter 
Milchsäure 3602 cal beträgt, erhalten wir so 3784 cal pro 0,9 g gelösten 
bzw. präformierten Glykogens des Muskels. Schließlich wurde die Wärme 
bei der Milchsäurebildung im intakten Muskel bestimmt, wenn die 
gebildete Säure in die Lösung übertritt und mit Bicarbonat reagiert ?). 
Es ergaben sich im Durchschnitt 222 cal. Rechnen wir 20 cal auf den 
Umsatz der Milchsäure mit Bicarbonat, so kommen wir auf 3804 cal 
für gelöstes Glykogen; es ist aber in diesem Falle möglich, daß die 
Milchsäure zum Teil noch mit Alkaliprotein reagiert, wobei, wie früher 
dargelegt, große Reaktionswärmen auftreten. Jedenfalls stimmen die 
beiden anderen Werte befriedigend mit der direkt bestimmten Ver- 
brennungswärme des Glykogens überein. 


1) Pflügers Arch. 195, 39, 1922. 
2) Ebendaselbst 204, 305, 1924. 











Blutuntersuchungen an pankreas-diabetischen Hunden. 
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(Eingegangen am 28. Juni 1924.) 


Trotz der großen Arbeit, die zur Erforschung des Pankreasdiabetes 
geleistet worden ist, sind wir noch sehr wenig über das Verhalten des 
Blutes unterrichtet. Zwar wissen wir, daß eine Hyperglykämie und 
bisweilen auch eine Hyperlipämie vorkommt. Genauere systematische 
Untersuchungen existieren aber überhaupt nicht, wenn man von den 
planmäßigen Blutzuckerbestimmungen an zwei pankreasdiabetischen 
Hunden, die Stenström am hiesigen Institut angestellt hat, absieht. 

Und doch sind solche Untersuchungen über das Verhalten der 
wichtigeren Blutbestandteile beim Pankreasdiabetes wünschenswert. 
Wir wissen ja, daß der Zustand mit tiefgehenden Störungen des Stoff- 
wechsels verknüpft ist, und ebenfalls, daß mit Wegnahme des Pankreas 
einer der wichtigsten Faktoren bei der Verdauung der Nahrung aus- 


geschaltet wird. 
Allein die Untersuchung des Harns kann uns nicht über die 
feineren — vielleicht auch nicht die gröberen — Veränderungen des 


Stoffwechsels unterrichten. Dagegen müssen sich dieselben wahr- 
scheinlich im Blute zum Teil abspielen, ebenso wie das Blut ein viel 
zuverlässigeres Bild von dem Stoffwechsel der Organe als der Harn 
liefert. Unter anderem werden die Nieren beim Diabetes oft ange- 
griffen. Die Ausscheidung der Harnbestandteile wird dann unvoll- 
ständig, was Schlußfolgerungen über den Stoffwechsel ganz ıllusorisch 
macht. 

Mit dem Erscheinen von Mikromethoden zur Bestimmung der 
wichtigsten Blutbestandteile kann man jetzt beliebig oft Blutunter- 
suchungen anstellen, wozu eine minimale Blutquantität überall genügt. 

Die Blutbestandteile, welche — abgesehen von den Acetonkörpern — 
vor allem hier interessieren, sind die Kohlenhydrate, d. h. der Blut- 
zucker, das Blutfett, der Harnstoff und die Aminosäuren. Über solche 
Untersuchungen soll im folgenden berichtet werden. Selbstverständlich 
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wurden die Versuche unter gegebenen Versuchsbedingungen, von 
welchen unten die Rede sein wird, angestellt. 

Den 15. September 1917 wurde von Dozent G. Petrén und Dr. B. Wahl- 
gren in Äthernarkose der Pankreas an zwei jungen Hunden mittlerer Größe 
exstirpiert. Die Operation gelang sehr gut, indem die Operationswunden 
per primam heilten. Bei der Autopsie post mortem zeigte es sich, daß der 
Pankreas mit Ausnahme einer kleinen erbsengroßen Partie an beiden 
Hunden entfernt worden war. Abgesehen von Verwachsungen, waren die 
Bauchorgane makroskopisch normal. 

Beide Tiere bekamen einen schweren Diabetes mit reichlicher Zucker- 
ausscheidung und Acidosis. Schon den ersten Tag enthielt der Ham 
reichlich Zucker. Den dritten Tag setzte die Acidosis ein. Die Gerhardische 
Probe war später immer stark positiv. Den 19. bzw. 25. Tag nach der 
Operation starben die Hunde ohne Andeutung von Koma. Sie waren während 
der ganzen Zeit in guter Kondition und fraßen vortrefflich. Trotzdem 
nahmen sie unaufhörlich an Gewicht ab und waren schließlich sehr ab- 


gemagert. 

Jeden Tag morgens und abends wurden Blutzucker, Blutfett und außer- 
dem eine längere Zeit Harnstoff und Aminosäuren des Blutes bestimmt. Hierzu 
kommen zahlreiche Serien, wo diese Blutbestandteile vielmals im Laufe 
des Versuchstages bestimmt wurden, nämlich wenn die Einwirkung von 
verschiedenen Nahrungsstoffen auf das Blut bestimmt werden sollte. Der 
Übersicht halber sollen im folgenden zuerst der Blutzucker, dann das 
Blutfett und schließlich die stickstoffhaltigen Extraktstoffe jeder für sich 
besprochen werden. 


1. Der Blutzucker. 


Ganz in Übereinstimmung mit Stenströms Ergebnissen wurden an 
beiden Hunden unmittelbar nach der Pankreasexstirpation eine be- 
deutende Blutzuckersteigerung gefunden. Nach kurzer Zeit sank der 
Blutzuckergehalt wieder etwas herab und blieb später während der 
folgenden Lebenszeit recht unverändert, um schließlich kurz vor dem 
Tode wieder anzusteigen. Doch war diese prämortale Steigerung bei 
diesen Hunden bedeutend geringer als Stenström fand. Ebenfalls war 
der Unterschied zwischen den Werten für Morgen und Abend un- 
wesentlich. Gewöhnlich lagen die Abendwerte etwas höher. Doch 
konnte man mehrmals das umgekehrte Verhältnis konstatieren. Diese 
Ergebnisse gehen aus Tabelle I hervor. 

Wie ersichtlich, liegen die Werte für Hund 1 durchschnittlich 
etwas höher als für Hund 2. Inwieweit dies einen Ausdruck für eine 
schwerere Krankheit bildet, ist schwer zu sagen. Jedenfalls lebte der 
Hund 1 trotz vollkommen gelungener Operation wesentlich kürzer 
als Hund 2. Wenn die prämortale Steigerung des Zuckers so un- 
bedeutend ist, kann dies wohl mit dem Ausbleiben des Komas in Ver- 
bindung gestellt werden. Die nicht so zahlreichen Blutzuckerbestim- 
mungen bei Menschen im Coma diabeticum haben konstant eine 
kolossale prämortale Steigerung des Blutzuckers erwiesen — bis zu 
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Tabelle I. 





Hund 1 


Morgen | Abend 
Proz. Proz. 













Hund 1 Hund 2 
Morgen| At Ab end Morgen | Abend 
Proz. EES Proz. Proz. 
0.25 











15. IX. | 0,10 | 0,232)| 0,10 010 0209 28.1X.| — er 

16. IX. | 0,25 |021 | 020 äi | 29.1X. | — | — 
17. IX. | 0,22 | 0,32 0,21 |028 | 30.IX. | — , — 
18. IX. | 0,25 |0,2 | 0,25 | 0,27 | 1.X. Ä T e 
19. IX. || 0,29 |0,28 | 0,25 1027 | 2X. | — | — 
20. IX. | 0, 0,34 | 02 | 0,27 | 3.X. | — | — 
21. IX. | 0,32 |028 | 025 |02 | £X. | — | — 
23. IX. | 0,27 |0,29 || 0,24 [025 | 5.X. | — |, — 
23. IX. | 031 |0,28 | 0,21 1026 | 6.x. | — | — 
24. IX. | 0,30 |0,33 || 0,24 | 0,30 | 7.X. | — | = 
25. IX. || — [032 || 0,23 | 0,22 | 8X. | — | — | 
26. IX. | 0,25 |037 | 022 |028 | 9%. | — | — | 
27. IX. 1031 t | 0,23 [03 | 10.X. | — |! — | 





über 1 Proz. Blutzucker. Stenström fand bei einem Hunde während Koma 
eine Steigerung des Blutzuckers von 0,26 bis 0,83 Proz. Eine ganz 
parallele Blutzuckerkurve fand er bei einem Patienten in Koma. Sehr 
bemerkenswert ist die Tatsache, daß meine Versuchshunde ohne Koma 
eine sehr starke Acidosis während der ganzen Versuchsperiode zeigten. 
Einmal (4. Oktober) wurde bei Hund 2 der Acetongehalt des Harns 
bestimmt. Der Harn (550 ccm) enthielt 467 mg Totalaceton. Trotzdem 
bekamen sie kein Koma, während Stenströms Hund in Koma keine 
Acidosis hatte. Dies Verhältnis gibt Grund zu bezweifeln, inwieweit 
die jetzt vorherrschende Auffassung, daß das Coma diabeticum immer 
ein Säurekoma ist, auch die richtige ist. Tatsächlich findet man in 
der Literatur Angaben, die dagegen sprechen. So berichtet Umber?) 
über einen typischen Fall von Coma diabeticum, in welchem keine 
Acidosis nachweisbar war. Von Noordent#) gibt an, daß Koma bisweilen 
auftritt, selbst wenn der Harn alkalisch reagiert. Die Möglichkeit 
scheint nicht ganz ausgeschlossen, daß vielleicht die große und rapide 
eintretende Blutzuckersteigerung mit dem folgenden, recht beträcht- 
lichen osmotischen Überdruck nicht eine Folge, sondern im Gegenteil 
die Vorbedingung des Komas darstellt. 

Außer den täglichen Variationen interessieren auch die stündlichen 
Veränderungen des Blutzuckers besonders nach Einnahme der ver- 
schiedenen Nahrungsmittel, Kohlenhydrate, Fett und Eiweiß. Hierzu 


1) Unmittelbar nach der Exstirpation 0,25 Proz. Nach 1 Stunde 
0,27 Proz., nach 2 Stunden 0,22 Proz., nach 4 Stunden 0,23 Proz. 

2) Unmittelbar nach der Exstirpation 0,22 Proz. Nach 1 Stunde 
0,34 Proz., nach 2 Stunden 0,22 Proz., nach 3 Stunden 0,20 Proz. 

3) Umber, Ernährung und Stoffwechselkrankheiten, 2. Aufl., 1914, S. 221. 

4) v. Noorden, Die Zuckerkrankheit, 7. Aufl., 1917. 
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kommt die Bedeutung des Pankreas. Wie gestaltet sich die Resorption 
mit und ohne Mitwirkung von Pankreas? Kann man durch Fütterung 
mit Pankreas allein den Blutzucker beeinflussen, d. h. eine innersekre- 
torische Wirkung des Pankreas nachweisen? Die letzte Frage kann 
bestimmt verneint werden. Vier Versuchsserien haben übereinstimmend 
erwiesen, daß eine Zufuhr von 150 bis 400g frischen Rinderpankreas 
den Blutzuckergehalt nicht beeinflußt. Nur in einem Versuch wurde 
eine Steigerung des Blutzuckers von 0,23 bis 0,33 Proz. nach 3 Stunden 
gefunden. Dagegen läßt sich die fermentative Wirkung des Pankreas 
ganz überzeugend demonstrieren, und zwar sowohl nach Brot- wie 
Fleischfütterung. 

Fangen wir mit den Blutzuckerbestimmungen nach Kohlenhydrat- 
nahrung an. Die Versuche sind sämtlich mit Hund 2 angestellt worden. 
Im Versuch 1 bekam das Tier (21. September) 200 g Brei, im Versuch 2 
(2. Oktober) 100g Mehl mit 100g Wasser gekocht und im Versuch 3 
(4. Oktober) dieselbe Quantität Mehl mit 200g Rinderpankreas zu- 
sammen. 





Tabelle II. 
| Versuch 1 | Versuch 2 Ka: Versuch 3 

EE EEN E E E Proz. _ Proz. 

Präformierter Blutzucker .... | 0,25 Ge 
1. Std. nach Fütterung ..... 2 0,29 031 0,24 
2, d S RE E 0,30 0,29 0 
3. y w ee 0,28 0,28 0,31 
D. e S SE R | 0,27 0,30 0,35 
R. p Ñ S 0,27 0,27 0,34 

1 l. n n neess o |! 0,25 — 0,27 


Die absolute Steigerung des Blutzuckers beträgt in den Versuchen 1 
und 2 0,05 und 0,03 Proz., im Versuch 3 dagegen nicht weniger als 
0,14 Proz. Selbst wenn man davon absieht, daß im letzten Falle 
der Blutzuckergehalt a priori sehr niedrig (0,21 Proz.) ist, bleibt doch 
der maximale Wert (0,35 Proz.) nicht weniger als 0,05 Proz. über dem 
höchsten Werte der anderen Versuche. Das Ergebnis besagt, daß 
entweder die Resorption überhaupt größer ist nach Zugabe von Pankreas 
oder daß in diesem Falle die Resorption schneller geht. Es kommt 
eine mehr konzentrierte Zuckerlösung ins Blut über und die Nieren 
vermögen nicht hier mit der Resorption Schritt zu halten. Die letzte 
Hypothese dürfte wohl die richtige sein. 

Wie bekannt, wird in den schweren Formen von menschlichem 
Diabetes sowie bei Pankreasdiabetes Zucker aus Eiweiß gebildet. 
Der D: N-Quotient des Harns bildet ein Maß für diese Zuckerbildung. 
Es war deswegen von Interesse nachzusehen, wie sich der Blutzucker 
nach Eiweißfütterung hier verhielt. Ähnliche Versuche sind nur ganz 
vereinzelt bei Patienten mit schwerem Diabetes ausgeführt worden. 
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Man hat meistens keine deutliche Steigerung des Blutzuckerspiegels 
nachweisen können. Versuche mit pankreasdiabetischen Tieren sind 
überhaupt nicht publiziert worden. Wie aus dem Folgenden ersichtlich, 
sind die Verhältnisse hier sehr bemerkenswert. Es wird notwendig 
sein, die Ergebnisse bei beiden Hunden für sich tabellarisch mitzuteilen. 


Tabelle III. Hund 1. 














| Versuch 18. 18. IX. | Versuch 21. IX. Versuch 24. 24. IX. Versuch 26. ICH 
SS Pror z. Proz. | Proz. 
prat. Blutzucker | 05 | 02 | 0% 0,25 
L Std. n. Fütterung 0,26 0,31 0,37 0,44 
2... 4 Ñ 0,31 0,28 | Ñ 0.41 
e 9 0,25 0,30 = 0,50 
R S 0.31 0 | = 0,43 
8 > }» Ñ 0,31 0,30 0,33 0,45 
i i | 026 oa —- 0.37 
Absolute Steigerung || 0,05 | 00 | 007 ; 0% 


Das Tier bekam am 18. September 150g Fleisch, 21. September 
400 g Pankreas, 24. September 40g Fleisch und 26. September eben- 
falls 400 g Fleisch. 











Hund 2. 

` | Versuch Versuch Versuch Nenn Versuch 
| 19. IX. 20. IX. 28. IX. L X. 6. X. 
| Proz. AK Proz. Proz. 2 

Präf. . Blutzucker . . . | 0,26 

l at Blutzucker - . | n. Fütterung. 0,29 

2 un n 0,31 

d a sw e 0,33 

5 o e 5 0,30 

8 nn S 0,28 

II e rma SEENEN EE EE WEE EE EE EE EE ne FE ap = 

Absolute See Absolute Steigerung || 002 | 002 | 007 | 008 | on 


Der Hund bekam am 19. September 200 g Fleisch, 20. September 
150 g Pankreas, 28. September 400g Fleisch, 1. Oktober 200 g Fleisch 
und 200g Pankreas und 6. Oktober 200 g Pankreas. 

Aus den Versuchen ist ersichtlich, daß die Tiere kurze Zeit nach 
dem Eintreten des Diabetes nur geringe Steigerung des Blutzuckers 
nach Fleischfütterung bekommen. Nach 14 Tagen bis 3 Wochen be- 
dingt dieselbe Fütterung dagegen eine größere — in dem einen Falle 
viel größere — Hyperglykämie als nach Zufuhr von Kohlenhydraten. 
Der Diabetes, welcher schon vom Anfang an eine schwere Form darstellt, 
hat sich im Laufe der Zeit noch weiter entwickelt. Die größte Steigerung 
findet man bei Hund 1 an dem Tage vor dem Tode. Hier stellt wohl 
die große Hyperglykämie ein Kriterium für die intensive Stoffwechsel- 
störung dar. 
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Die Versuche zeigen also, daß der Pankreasdiabetes nicht mit 
der Entfernung des Pankreas seine volle Entwicklung erreicht, sondern 
sich weiter entfaltet. Denkbar ist, daß die kleinen Pankreasreste anfangs 
fungieren, später aber atrophieren. 

Es ist weiter eine interessante Tatsache, daß Fleisch allein ohne 
Zugabe von Pankreas eine ebenso große, oder auch größere Hyper- 
glykämie bedingt wie mit Pankreas zusammen. Ebenfalls tritt die 
Steigerung des Blutzuckers mit und ohne Pankreas gleichzeitig ein, 
was alles nur in der Weise gedacht werden kann, daß die Proteolyse 
und Resorption auch ohne Mitwirkung von Pankreas beinahe un- 
gestört stattfindet. 

Schließlich können wir konstatieren, daß die Hyperglykämie 
nach Fleischfütterung keineswegs derselben nach Kohlenhydrat- 
fütterung nachsteht. Ja man findet sogar noch größere Werte nach 
Fleischfütterung als nach Ernährung mit Kohlenhydraten. 

Wenn Fleischnahrung eine unzweideutige Hyperglykämie bewirkte, 
konnte man voraussetzen, daß Fütterung mit reinen Aminosäuren eine 
ähnliche Steigerung bewirken muß. Dies um so mehr, als man in solchen 
Fällen eine der Aminosäuremenge entsprechende Extraausscheidung 
von Harnzucker hat nachweisen können. Leider war es in dieser 
schwierigen Zeit nur möglich, solche Versuche in sehr beschränktem 
Maßstabe auszuführen. Nur zwei Versuche mit Alanin sind ausgeführt 
worden: Am 27. September bekam Hund 1 15g Alanin in 200 ccm 
Wasser. Infolge eines Versehens verunglückten die meisten Zucker- 
bestimmungen, und nur so viel konnte festgestellt werden, daß der 
Hund 3 Stunden nach der Einnahme eine Hyperglykämie von 0,50 Proz. 
und 2 Stunden später 0,49 Proz. zeigte. Besser ist der Versuch mit 
Hund 2 gelungen. Am 3. Oktober bekam das Tier 20 g Alanin in 20 ccm 
Wasser. Der Blutzuckerspiegel ist aus Tabelle IV ersichtlich. 


Tabelle IV. 
Präformierter Blutzucker. . x 2. x... SEN Proz 
1 Stunde nach Zufuhr von Alanin . . 0,35 ,, 
2 Stunden ` m ve E . . 0,34 ,, 
3 LE 9 29 93? 33 0,30 339 
5 99 37 33 29 LE! 0,28 LE) 
7 33 33 39 39 37 0,25 29 
10 EA $9 99 E) 79 0,25 A) 


Die Steigerung des Blutzuckers ist noch größer als nach Fleisch- 
fütterung und, was mehr bemerkenswert ist: sie tritt sehr schnell ein. 
Während die maximale Steigerung nach Fleischfütterung erst 3 Stunden 
später zu finden ist, findet man hier schon nach 1 Stunde das Maximun. 
Die Erklärung ist sehr einfach: Die Steigerung nach Eiweißfütterung 
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kommt später, da das Eiweiß zuerst im Darme in Aminosäuren ab- 
gebaut werden soll, während das Alanin gleich nach dem Übergang in den 
Darm resorbiert wird. Es ist aber interessant zu sehen, wie schnell 
die Umbildung des Alanins in Glykose fortgehen muß. Die Kurve 
stimmt mit den Ergebnissen nach Eingabe von reinem Traubenzucker. 
Die Umbildung des Alanins in Zucker ist aber sicher ein sehr ver- 
wickelter Prozeß, und trotzdem erscheint der Alaninzucker so schnell 
im Blute. 
2. Das Blutfett. 


Das Studium der Lipämie an pankreasdiabetischen Hunden ist 
aus dem Grunde wichtig, daß man sowohl an solchen Tieren wie an 
Personen mit schwerem Diabetes bisweilen eine ausgesprochene Lipämie 
findet. Das Blut ist unter diesen Umständen schokoladefarbig und 
setzt beim Stehen eine mehr oder weniger dicke Fettschicht ab. Eben- 
falls findet man oft die Leber fettdegeneriert. 

Das Blutfett wurde an beiden Hunden täglich bestimmt, wozu 
ein neues, noch nicht publiziertes Verfahren diente. Außerdem wurden 
oft Serienbestimmungen nach Zufuhr von Butter — mit und ohne 
Pankreas — ausgeführt. Über diese letzten Versuche ist nur mitzuteilen, 
daß man niemals eine Steigerung des Blutfettes nach Zufuhr von Butter 
beobachten konnte, auch nicht, wenn Pankreas mit dem Fette zusammen- 
gegeben wurde. Normale Tiere zeigten zu derselben Zeit und nach 
derselben Fettmenge eine ausgesprochene Steigerung des Blutfettes. 

Das Ausbleiben der Steigerung konnte doch kein Wunder nehmen, 
da die Tiere immer nach Fettfütterung große Fettmengen mit den 
Exkrementen ausschieden. 

Die Tatsache, daß eine Lipämie auch nach Zusatz von Pankreas 
ausgeblieben ist, stimmt mit Lombrosos!) Befunden gut überein, daß 
Pankreas auch für die Resorption des Fettes von wesentlicher Be- 
deutung ist. 

Abgesehen von den Bestimmungen nach Fettfütterung wurde das 
Blutfett außerdem morgens und abends bestimmt. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle V zusammengestellt. 

In diesen Versuchen wurde das im Blute frei vorkommende Fett 
mit Cholesterin zusammen bestimmt. Der Cholesteringehalt ist 0,06 
bis 0,07 Proz. und ziemlich konstant. Folglich ist der wahre Fettgehalt 
überall sehr gering. Der durchschnittliche Fett-Cholesteringehalt liegt 
bei Hunden um etwa 0,15 bis 0,17 Proz. Bisweilen ist das Blut sogar 
praktisch fettfrei. Dies stimmt mit meinen Erfahrungen an Patienten 
mit schwerem Diabetes überein. Hier findet man zwar nach Fettdiät 
eine starke Steigerung des Blutfettes.. Schon ein Hungertag aber 


1) Lombroso, Hofmeisters Beitr. 8, 51, 1906; Pflügers Arch. 56, 1907. 
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26. IX. | 0,13—0,10 : 0,13—0,12 | ox. |  —_ | 0,10 
27.IX. " — 0,11+| 0,13—0,12 | 0,10 
98. DN. |! — | — 0, | 


die Hunde hatten ja eine starke Inanition. 

Weiter ist interessant, konstatieren zu können, daß beide Hunde 
der geringen Lipämie ungeachtet, trotzdem eine mäßig fettdegenerierte 
Leber besaßen. Dies stimmt jedoch auch mit meinen Erfahrungen 
der experimentellen Phosphorvergiftung überein, wo ähnliche Ver- 
hältnisse regelmäßig vorkommen. 

Die Fettbestimmungen zeigen schließlich, daß eine Hyperlipämie, 
welche an pankreasdiabetischen Hunden wiederholt nachgewiesen 
worden ist, keineswegs eine konstante Erscheinung darstellt. Der 
Diabetes kann bis zum Tode ohne welche Steigerung des Blutfettes 
fortgehen. 

8. Reststickstolf. 


Unter der Bezeichnung ‚Reststickstoff‘‘ werden die stickstoff- 
haltigen Stoffe des Blutes, abgesehen vom Eiweiß, zusammengefaßt. 
Sie bestehen teils aus Exkretionsprodukten, die zur Ausscheidung 
durch die Nieren bestimmt sind, teils aus Aminosäuren, die als Nahrungs- 
mittel für die Organzellen bestimmt sind. Diese fundamental verschie- 
dene Bedeutung macht es notwendig, beide Fraktionen für sich zu 
bestimmen. Dies geschieht auch nach der Methode des Verfassers. 
Die Harnstofffraktion entspricht etwa 15 bis 20 mg N pro 100g Blut, 
die Aminosäurefraktion etwa 12 bis 15 mg (bei Hunden). 

Untersuchungen über den RN!) sind bis jetzt weder bei pankreas- 
diabetischen Tieren oder Diabetespatienten ausgeführt worden. Da 
aber die Leber für die Bildung des RN von prinzipieller Bedeutung ist, 
und da die Leber beim Diabetes unzweifelhaft sehr mitinteressiert ist, 





1) Mit RN ist Reststickstoff bezeichnet. 
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sind solche Untersuchungen wünschenswert. Das einzige, was wir 
hierüber wissen, ist der Befund von Labbé. daß der Aminosäuregehalt 
des Harns bei pankreasdiabetischen Hunden stark vermehrt ist. 

Zusammen sind sieben Versuchsserien ausgeführt worden, davon 
fünf nach Fleischfütterung und zwei nach Zufuhr von Alanin (Nr. 2 
und 7) (in welchen auch der Blutzucker bestimmt wurde). Die Er- 
gebnisse sind in Tabelle VI zu finden. 








Tabelle VI. 
Hund 1. 
| Versuch 1. 24. IX. || Versuch 2. 27. IX. 
400 g Fleisch 15g Alanin 
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22.1 

400g Fleisch [00g Pankreas! 400g Fleisch Pr 20g Alanin 

| UT | Ams. | UT | Ams. | ut Ama. | ut en U? : Ams. 
SE KEE EE | en en 
Präformiert ..... i18 |13 15 13; 46 |20 mim 19 | a 
1 Std. nach Fütterung || 28 | 12 24 | 14 | 39 | 16 | 27 | 19 | 28 | 29 
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ve, 20 Ä 9'3|60.%4 | 21 37 | 19 | 34 | 4 
sr, . 8 | 11 " 50 | 37 ` 31 | 21 ' 40 | 23 | 28 | 20 
Br e š — | H 37 | 18 | 28 | 23 | 38 17 || 22 21 


Von den Versuchsergebnissen bieten nur die besser durchgeführten 
Versuche an Hund 2 Interesse dar. Hier ist der Unterschied zwischen 
den Fleischversuchen und Fleisch-Pankreasversuchen sehr frappant, 
indem man nach Fleisch allein nur geringe Steigerung der Harnstoff- 
sowie der Aminosäurefraktion findet (10 bzw. Omg Harnstoff-N, 
6 bzw. 3mg Aminosäure-N), während die Fütterung von Fleisch- 
Pankreas die bedeutende Steigerung von 37 bzw. 23 mg Harnstoff-N 
und 47 bzw. Il mg Aminosäure-N bedingt. Diese Tatsachen brauchen 
nicht notwendig eine wesentlich schlechtere Resorption nach Fleisch- 
fütterung allein zu bedeuten. (Die Harnuntersuchung hätte hierüber 


1) Labbé, Le métabolisme d'un chien partiellement dépancréaté. Thèse, 
Paris 1911. 
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unterrichten können. Aus äußeren Gründen wurden solche Analysen 
nicht ausgeführt.) Dagegen besagen die Befunde bestimmt, daß die 
Resorption jedenfalls wesentlich schneller nach Zusatz von Pankreas 
gehen muß. Die Nieren können nicht mit der Harnstoffbildung Schritt 
halten. Die Alaninversuche sprechen anscheinend dagegen. Hier 
kommt doch sicher, wie die Zuckerbildung zeigt (s. oben), eine schnelle 
Resorption vor, und dennoch ist die Steigerung des RN unbedeutend. 
Hier ist aber zu bemerken, daß 20 g Alanin einer wesentlich geringeren 
Stickstoffmenge als 400g Fleisch entsprechen. Die Steigerung muß 
demgemäß eine geringere sein. 

Vergleicht man die Hyperglykämie und die Steigerung des RN 
nach Fleisch und Fleisch-Pankreas miteinander, vermißt man die 
erwartete Übereinstimmung. Z. B. zeigt Versuch 5 nur unbedeutende 
Steigerung des RN, dagegen wurde hier eine Hyperglykämie von 
0,33 Proz. (mit Steigerung von 0,26 Proz.) gefunden. Im Versuch 6 
dagegen war die Steigerung des RN groß, die Steigerung des Blut- 
zuckers aber unbedeutend. (Hier lag doch der ursprüngliche Wert 
für Blutzucker hoch.) 

Außer den angeführten Versuchen wurden an Hund 2 am 7. Oktober 
RN-Bestimmungen morgens ausgeführt. Es wurden gefunden 16 bis 
20 mg U*-N und 19mg Aminosäure-N. Abends desselben Tages 29 
bis 32 mg U’-N und 19 bis 19 mg Aminosäure-N. 

Am 10. Oktober, kurz vor dem Tode des Tieres, zeigten die Be- 
stimmungen aber ein ganz anderes Resultat, indem nicht weniger als 
63 bis 68 mg U*-N (und 25 bis 26 mg Aminosäure-N) gefunden wurden. 
So große Werte an einem Hunde, welcher die letzte Zeit nichts gefressen 
hatte, sind sehr überraschend zu finden. Sie zeigen, daß eine große 
RN- Retention, die man sonst nur in Urämite findet, hier vorliegt. Man 
kann dann die Frage aufstellen, inwieweit hier nicht eine wrämische 
Intoxikalion von Harnbestandteilen vorkommt, welche für den Tod 
des Tieres verantwortlich ist. Und man kann sich dann weiter fragen, 
ob nicht eine ähnliche Intoxikation auch sonst beim Pankreasdiabetes 
und auch menschlichen Diabetes eine Rolle spielen kann und vielleicht 
für das Auftreten des Komas bisweilen — oder oft — verantwortlich ist. 

Hierüber wissen wir nichts, da Blutuntersuchungen bis jetzt 
fehlen. Vielleicht können die hier referierten Ergebnisse dazu anregen. 
Abgeschlossen ist, wie ersichtlich, das Thema nicht. Im Gegenteil, 
diese unvollständigen Untersuchungen besitzen ihren hauptsächlichen 
Wert darin, daß sie neue Wege für die Forschung öffnen. 


Über eine Methode zur Bestimmung der Wasserstoffzahl 
im Gewebe und in einzelnen Zellen. 


Von 


M. Schmidtmann. 


(Aus dem pathologischen Institut der Universität Leipzig.) 
(Eingegangen am 30. Juni 1924.) 


Die bisherigen Bestimmungen der H-Konzentration im Gewebe 
stellten die Wasserstoffzahl von Organextrakten oder von Gewebssäften 
fest, d.h. es wurde eine Bestimmung der Wasserstoffzahl der Gewebe 
in ihrer Gesamtheit vorgenommen. Die Frage, die ich mir vorlegte, war: 
Kann ich in der Zelle selbst eine Bestimmung der Wasserstoffzahl mit 
Hilfe des Mikromanipulators vornehmen ? Der von Päerfi konstruierte 
Mikromanipulator setzt uns ja instand, an den Zellen mittels Fein- 
instrumenten die verschiedensten Operationen vorzunehmen, unter 
anderem Zellinjektionen. 

Die ersten Versuche mit intrazellulären Injektionen von Indikator- 
lösung erwiesen sich als ungeeignet, da der Farbenumschlag der ver- 
dünnten Lösungen in der Zelle nicht wahrnehmbar ist. Zudem stellen 
die Injektionen einen recht schweren Eingriff in das Zelleben dar, 
und es ist daher fraglich, ob auf diese Weise erhaltene Werte verwendbar 
sind. 

Auf Rat von Prof. P&erfi versuchte ich dann, Indikatorsubstanz 
in dem Gewebe abzulagern. Es hat sich mir nach den verschiedensten 
Versuchen folgende Methode als brauchbar erwiesen: 

Mittels flüssiger Gelatine befestigt man an der Spitze einer sehr feinen 
Operationsnadel ein Staubkorn der Indikatorsubstanz (das Farbkörnchen 
an der Spitze darf nur mikroskopisch sichtbar sein). Das zu untersuchende 
Material wird im hängenden Tropfen in die Feuchtkammer gebracht und 
die Nadel mit der Indikatorsubstanz von unten in die Zelle eingeführt 
und alsbald rasch zurückgezogen. Man kann nun beobachten, wie sich das 
Körnchen in dem Protoplasma der Zelle löst und dabei das Protoplasma je 
nach Art und Reaktionsweise des Indikators färbt. Hat man zunächst 
durch verschiedene Indikatoren festgestellt, in welchem Gebiet ungefähr 


das De einer Zelle liegt, so kann ein genauerer Wert auf folgende Weise 
ermittelt werden: Man gibt auf ein Deckglas nebeneinander kleinste Tropfen 


Biochemische Zeitschrift Band 150. 17 


254 M. Schmidtmann: 


von Pufferlösungen, deren py etwa dem nach den Vorversuchen zu erwarten- 
den pg der Zelle entsprechen.. Führt man nun in die Tropfen der Puffer- 
lösungen auf dieselbe Weise wie in die Zelle ein Farbstoffkorn ein und 
beobachtet die dabei entstehende Färbung des Tropfens, so erhält man eine 
recht gut zu verwendende Vergleichsskala für die Beurteilung der Farben- 
nuance der untersuchten Zelle. So wurde z. B. quergestreifte Muskulatur 
der Maus untersucht. Bromthymolblau löste sich mit gelber Farbe, Neutralrot 
ausgesprochen rot, p-Nitrophenol gelb. Das Umschlagsgebiet des Brom- 
thymolblau liegt zwischen 6 und 7,6. Der Vergleich mit Pufferlösungen 
ließ eine Übereinstimmung der Farbennuance bei Dn = 6,6 erkennen. 
Für p-Nitrophenol liegt das Umschlagsgebiet: zwischen 5 und 7, hier ergab 
der Vergleich mit den Puffergemischen eine Übereinstimmung bei 
De = 6,7. Es resultierte also bei der Untersuchung eines Gewebes mit 
zwei ganz verschiedenen Indikatoren ein fast gleicher Wert für die Wasser- 
stoffzahl. 

Fragen wir uns, welche Fehler haften dieser Methode an ? 

Zunächst wird zu erwägen sein, ob beim Anstechen der Zelle nicht 
momentan ein Ausgleich zwischen den Wasserstoffzahlwerten innerhalb 
und außerhalb der Zelle eintritt. Zur Beantwortung dieser Frage 
untersuchte ich Muskelfasern und Leberzellen in Tropfen verschiedener 
Gemische primären und sekundären Phosphats, deren Wasserstoffzahl 
eine recht differente war. Tritt ein solcher Gleichgewichtszustand der 
H-Konzentration innerhalb und außerhalb der Zelle ein, so müßte 
das Protoplasma bei Untersuchung mit dem gleichen Indikator in 
den verschiedenen Medien verschieden gefärbt sein, und die im Proto- 
plasma erzeugte Färbung mit der Farbe, die der Indikator in der 
jeweilig benutzten Pufferlösung hat, übereinstimmen. Es zeigte sich 
nun, daß bei der Untersuchung ein und desselben Gewebes, wenn es 
lebensfrisch entnommen war, in den verschiedensten Medien stets beim 
gleichen Indikator gleiche Reaktion erfolgte. So löste sich das Brom- 
thymolblau in einer Muskelfaser im Medium pe = 5,2 deutlich gelb. 
ebenso in der Außenflüssigkeit mit gelber Farbe, während bei der 
Untersuchung im Medium po = 8.2 die Außenflüssigkeit blau gefärbt 
wurde, die Muskelfaser wieder den gleichen gelben Farbenton zeigte. 

Die zweite zu erwägende Frage ist, ob die Einbringung der festen 
Form des Indikators in die zu untersuchende Substanz, also hier die 
Zelle, an der Reaktionsweise des Indikators etwas ändert. Es wurden 
deshalb Kontrolluntersuchungen mit Puffergenischen angestellt und 
deren pe sowohl in der üblichen Weise mit Indikatorlösung und dann 
in der dem Versuch entsprechenden Weise durch Lösen fester Indikator- 
substanz bestimmt. Die gefundenen Werte stimmten völlig miteinander 
überein. 

Schließlich ist der Eiweißfehler eines Indikators bei diesen Ver- 
suchen besonders zu berücksichtigen. Von Sörensen sind die Indikatoren 
auf ihren Eiweißfehler genau untersucht worden und eine Reihe von 
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Indikatoren angegeben, bei denen dieser Fehler so gering ist, daß er 
sich vernachlässigen läßt. Diese Indikatoren sind natürlich allein für 
die Untersuchung brauchbar. Um jedem Einwand der Methodik gegen- 
über entgegentreten zu können, stellte ich mit den von mir benutzten 
Indikatoren noch folgende Modellversuche an: Es wurden zwei Serien 
von Puffergemischen hergestellt und der einen Serie Serumalbumin 
5 bis 15 Proz. hinzugefügt. Man fügt nun zu beiden Serien Körnchen 
von Indikatorensubstanz und stellt fest, welche Lösungen kolorimetrisch 
übereinstimmen. Danach wird elektrometrisch von diesen Lösungen 
der pPa-Wert bestimmt. Es ergaben sich Differenzen von höchstens 
vier in der zweiten Dezimale des py. Da wir aber mit Versuchsfehlern 
von zwei bis drei in der ersten Dezimale des py-Wertes bei der Methode 
rechnen müssen, läßt sich ein Eiweißfehler in der zweiten Dezimale 
vernachlässigen. 

Die bisherigen Untersuchungen wurden an operativ gewonnenem 
lebendem Material vorgenommen. Bevor wir zu den Untersuchungen 
Leichenmaterial heranziehen können, müßte eine Gesetzmäßigkeit 
im Verhältnis der postmortalen Säuerung zur Zeit gefunden sein. 

Endlich ist noch darauf hinzuweisen, daß die Methode nicht zu 
verwenden ist bei gewissen chemischen Veränderungen des Protoplasmas, 
die zum Undurchsichtigwerden des Plasmas führen, z. B. starke Ver- 
fettung. 

Natürlich haftet dieser Indikatorenmethode wie allen kolorimetri- 
schen Methoden eine gewisse Ungenauigkeit an, dessen bin ich mir wohl 
bewußt. Aber es läßt sich auf diese Weise wenigstens ein Einblick 
gewinnen, wie sich die Reaktion der einzelnen Zelle unter physiologischen 
und pathologischen Bedingungen verhält. Es ist zu hoffen, daß wir mit 
Hilfe des Mikromanipulators weitere mikrochemische Reaktionen in 
Zellen und Gewebe ausführen werden, und zwar sind hier vor allem 
Fällungsreaktionen, vielleicht auch gewisse kolorimetrische Reaktionen 
geeignet. 


Die eosinophile Granulasubstanz des Blutes und ihre Darstellung. 
Untersuchungen über ihre Beschaffenheit und Eigenschaften. 
II. Mitteilung: 

Chemisches und Physikalisches. 


Von 


Alfred Neumann. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Krankenanstalt 
Rudolfstiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


A. Löslichkeitsverhältnisse. 


Die in der ersten Mitteilung!) angegebene Methode der Darstellung 
hatte selbstverständlich entsprechende Untersuchungen über die Löslich- 
keitsverhältnisse zur Voraussetzung, welche ergaben, daß bei frischem 
Fibrin die Granula in lproz. Natronlauge noch kochresistent sind, von 
2proz. Konzentration nach aufwärts aber beim Kochen nicht mehr ihre 
Form behalten und anscheinend in Lösung gehen. Die definitiv lufttrocken 
gemachten Präparate verhalten sich anders, sie sind in kochender 20 proz. 
Lauge unlöslich, auch wenn das Präparat tagelang ihrer Wirkung ausgesetzt 
war. Andererseits konnte ich konstatieren, daß die ganz frischen eosinophiken 
Granula sicher in lproz. Natronlauge löslich sind. Auch gegen Säuren 
besteht ein ähnliches Verhalten. Unter flüssigem Paraffin aufgefangenes 
Pferdeblut zeigte eine einwandfrei unter dem Mikroskop sichtbar werdende 
Auflösung der eosinophilen Granula schon bei Zusatz von n/1000 HCI. 
Nach 2 Stunden waren aber die Granula in derselben Säurekonzentration 
unlöslich, nach einigen Tagen kaum in stärkeren Säuren löslich. Wurde 
Fibrin mit 3,3proz. Salzsäure behandelt, so verschwanden die Granula 
scheinbar, wurden jedoch bei Neutralisierung des Fibringemenges wieder 
sichtbar, so daß angenommen werden kann, daß bei dieser Säurekonzentration 
die Granula ebenso wie das umgebende Fibrin zur Quellung gebracht 
worden waren. Diese Annahme erscheint um so eher begründet, als bei 
33proz. Salzsäure, bei welcher das Fibrin schrumpft, die Granula selbst 
sichtbar bleiben. Diese Beobachtungen würden also zeigen, daß die 
eosinophilen Granula im frischen Zustande ziemlich empfindlich gegen 
Säuren und auch gegen Alkali nicht ganz unempfindlich sind, daß aber 
dieselben Granula um so resistenter werden, je länger sie unter künstlichen 
Bedingungen, d. h. außerhalb des Körpers, aufbewahrt werden. 


1) Diese Zeitschr. 148, 524, 1924. 
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Ich hatte aus verschiedenen Gründen ein Interesse, möglichst einwand- 
freie und fein disperse Lösungen zu erhalten, vor allem solche, die auch zu 
Injektionen im Tierversuch verwendbar waren, d.h. nicht in einem das 
physiologische Verhältnis überschreitenden Maße alkalisch oder sauer 
sein durften. Diese Bemühungen stießen auf unerwartete Schwierigkeiten. 
Es stellte sich nämlich heraus, daß die eosinophile Substanz, wie bereits 
oben angedeutet, unter gewissen Umständen einfach unlöslich erschien, 
und zwar nicht nur die getrocknete, auch die wasserfeuchte Substanz erwies 
sich als resistent gegen die stärksten Reagenzien (H,SO,, HCl, NaOH, 
KOH usw. in konzentriertem Zustande). Es spaltete sich zwar beim Kochen 
mit Natronlauge eine aromatische, leicht nach bitteren Mandeln riechende 
Substanz ab, eine Lösung aber wurde kaum erzielt, soweit man bei diesen 
starken Säuren und Laugen überhaupt von Lösung und nicht eher von 
Zerstörung sprechen darf. So mußte einmal die Substanz tagelang in 
konzentrierter Schwefelsäure gekocht werden, bevor sie (zur Stickstoff- 
bestimmung) verbrannt war! Die nach der zweiten Modifikation dargestellte, 
also nicht gewässerte Substanz zeigte nun in gewisser Beziehung ein anderes 
Verhalten. Zwar war auch hier eine ziemlich starke Resistenz gegen Säure 
vorhanden, aber nicht mehr gegen Alkali. Es genügte jetzt schon ganz 
kurzes Kochen in l0proz. Natronlauge, um eine sehr konzentrierte, dunkel- 
rotgrüne Lösung zu erzielen. Bei diesen Präparaten aus der Darstellung 
nach der zweiten Modifikation haben wir, wie bereits in der ersten Mitteilung 
erwähnt, eine intensiv gefärbte Substanz vor uns, die mikroskopisch einwands- 
frei als Anhäufung von eosinophilen Granula zu erkennen ist. Ich mußte an- 
nehmen, daß bei der ersten Modifikation der Darstellung durch das lang- 
dauernde Wöässern eine farbstoffhaltige Substanz entfernt worden war, 
die an sich wasserlöslich ist. Sei es nun, daß durch diese Wässerung und 
die nachfolgende Hydrolysierung die Granulasubstanz in hohem Maße 
konsolidiert wird, als deren Ausdruck vielleicht die früher erwähnten, als 
Quellungserscheinungen zu deutenden Biskuitformen anzusehen sind, oder 
daß der Farbstoff selbst als Vehikel für die Lösungsmittel dient, jedenfalls 
ist es sicher, daß durch die Prozedur des Wässerns und des Hydrolysierens 
die Granulasubstanz in eine Form übergeführt wird, die die stärkste Resistenz 
gegen Säuren und Alkali zeigt. Auch bei der zweiten Modifikation der 
Darstellung haben wir eine hochgradige Resistenz gegen Säuren zum Unter- 
schied von den relativ säureempfindlichen frischen Granulis. Es ist also 
anzunehmen, daß dieses Verhalten auf die Hydrolysierung zurückzuführen ist. 

Traubenzucker, Glycerin, Saponin und Natriumoleat blieben ohne 
Einfluß. Auch mit Salzlösungen verschiedener Konzentration konnte ich 
keine überzeugende Einwirkung auf die Löslichkeit erzielen. Diese und 
auch die folgenden Angaben beziehen sich, falls nicht ausdrücklich erwähnt, 
auf die Granula des Pferdes. Die menschlichen eosinophilen Granula ver- 
halten sich anscheinend ähnlich. Vor allem konnte ich bei einer Patientin. 
mit starker Bluteosinophilie (30 proz.) aus 100 cem Citratblut durch Ein- 
wirkung von lproz. Natronlauge gerade genügend eosinophile Substanz 
erhalten, um zu konstatieren, daß die hydrolysierten Granula dieselbe 
hochgradige Resistenz gegen konzentrierte Säuren zeigen wie die Granula 
des Pferdes. 

Die @Granulasubstanz ist aber, und zwar in beiden Modifikationen der 
Dauerstellung, in der farbstoffhaltigen schon in der Kälte, in der farblosen 
Form bei leichtem Erwärmen in schwach saurem oder alkalischem Alkohol 
SE nicht aber in neutralem Alkohol und auch nicht in Chloroform und 

ther. 
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Diese Befunde zeigen, daß die eosinophile Substanz in ihren Löslich. 
keitsverhältnissen sehr von den äußeren Bedingungen abhängt. An sich 
gegen Säuren ziemlich empfindlich, scheint schon das Stehenlassen an der 
Luft zu genügen, um eine Steigerung der Resistenz zu bewirken. Es können 
in dieser Beziehung die seinerzeitigen Angaben von Liebreich (7) vollkommen 
bestätigt werden. Jedenfalls ist es nicht richtig, wenn man die tatsächlich 
vorhandene Resistenz der eosinophilen Granula nach ihrer Entnahme aus 
dem Körper auch für die Verhältnisse in vivo als gegeben voraussetzt. 
Ich kenne z. B. Asthmasputa, bei denen die ursprünglich reichlich vor- 
handenen eosinophilen Granula schon nach wenigen Stunden spurlos ver- 
schwunden waren. Schon dies spricht für die Möglichkeit, daß es auch 
im Organismus selbst zur Lösung der Granula kommen kann. Unter welchen 
Umständen dies geschieht, bleibt vorderhand unktar, um so mehr, da wir 
ja nicht einmal über den normalen Untergang der eosinophilen Granula 
etwas Sicheres wissen. Sicher ist aber, daß die eosinophilen Granula in 
der gebräuchlichen Türkschen Zählflüssigkeit für weiße Blutkörperchen 
in frischem Zustande gelöst werden. Die eigenen Befunde über die Löslichkeit 
in schwachen Säuren decken sich in dieser Hinsicht mit den Angaben 
anderer Autoren [Naegeli (10), Sahli (13), Loele (8) und Liebreich (711 
Liebreich hat das Vorkommen von sogenannten a’-Granula beim Menschen 
beschrieben, die gegen 1,proz. Essigsäure resistent sind, welche Befunde 
von Naegeli bestätigt werden. Ich möchte hier nur ganz kurz bemerken, 
daß ich beim Pferde keine analogen Formen gefunden habe, mich aber 
andererseits von der Existenz dieser freilich sehr spärlichen a’-Granula 
beim Menschen überzeugen konnte, die besonders im Nativpräparat durch 
ihr differentes Lichtbrechungsvermögen auffallen. 


B. Färbung. 


Es ist bekannt, daß die nicht ausgereiften eosinophilen Granula bei 
der Färbung mit Methylenblau-Eosin eine basische Komponente aufweisen. 
Aber auch die ausgereiften eosinophilen Granula zeigen nicht selten eine 
deutliche Basophilie. Nach Arnold (1) käme in diesen Fällen die Möglichkeit 
einer regressiven Metamorphose der Granula einerseits, die Folgeerscheinung 
von Stoffwechselvorgängen andererseits als Ursache der Farbvariationen 
in Betracht. Nach den eigenen Beobachtungen scheint diese Basophilie 
der ausgereiften Granula unter Umständen von dem Medium abhängig 
zu Sein, in welchem sie sich befinden. Ist nämlich das Medium alkalisch, 
so erhält man nicht selten eine sehr deutliche Basophilie derselben Granula, 
die im sauren Medium stark eosinophil sind. Dieser Umschlag in der Farb- 
reaktion, der besonders bei den nach der zweiten Modifikation dargestellten 
Granulis sehr deutlich werden kann, ist auch makroskopisch leicht erkennbar. 
Wir haben bei alkalischer Reaktion eine grüne Farbe, die bei saurer 
Reaktion rot wird. Wir können daher annehmen, daß diese Änderung 
in der Färbbarkeit eine Eigenschaft des den eosinophilen Granulis eben 
bei der zweiten Modifikation der Darstellung anhaftenden Farbstoffs ist. 


C. Eisengehalt. 


Petry (11) hatte seinerzeit auf Grund seiner Untersuchungen am 
Knochenmark des Pferdes folgende Schlüsse gezogen. Es finden sich daselbst 
eigentümliche rote Körnerkugeln, die zuerst von Semmer (14) beschrieben 
wurden, eine deutliche Eisenreaktion (Berliner Blau) geben, aber nicht 
eosinophil, sondern basophil sind. Er faßt diese Formen als Schrumpfungen 
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der eosinophilen Granula auf, die durch starken Gehalt an ionisiertem 
Eisen ausgezeichnet sind. Analytische Untersuchungen in drei Knochenmark- 
präparaten ergaben einen Eisengehalt von 1 bis 3 Proz., der also jenen des 
Hämoglobins übersteigt. Mikroskopisch konnte das Vorhandensein deutlicher 
Übergangsformen von den echten eosinophilen Granulis zu den roten 
Körnerkugeln konstatiert werden. Auch zeigten die echten eosinophilen 
Granula eine, wenngleich sehr schwache Berliner-Blau-Reaktion. Petry 
meint also, daß das Eisen einen integrierenden Bestandteil der eosinophilen 
Substanz bildet, aber daß nicht das Hämoglobin als Ursache dieses Eisen- 
gehaltes anzusprechen sei, da dieses in keiner Art nachzuweisen war. Auch 
in den eosinophilen Leucocyten des Blutes war bisweilen eine, wenngleich 
sehr schwache Berliner-Blau-Reaktion zu sehen. Freilich hat Petry selbst 
diesen Befund als nicht konstant erklären müssen und auch die Literatur 
gibt keine eindeutigen Resultate: Przeworsky (12) und Barker (4) sprechen 


sich im bejahenden Sinne aus, während Askanazy (3) kein Eisen finden 
konnte. 


Ich selbst habe in den nach der ersten Modifikation behandelten Granulis 
niemals weder durch die Berliner-Blau-Probe noch mit Rhodanammonium 
Eisen nachweisen können. Selbstverständlich auch nicht in der Asche. 
Auch bei den menschlichen Granulis habe ich nichts von einer Eisenreaktion 
gesehen. In der nach Modifikation II behandelten Substanz war aber 
Eisen regelmäßig vorhanden, so daß der Verdacht auftauchte, ob dieser 
Eisengehalt nicht eher auf den Farbstoff der Substanz als auf diese zurück- 
zuführen sei. 


D. Der Farbstoff. 


Vor allem sei daran erinnert, daß die eosinophilen Granula des Blutes 
und des Knochenmarkes sowohl beim Menschen als auch bei den Tieren 
eine in jedem Nativpräparat erkennbare eigentümliche grüne Eigenfarbe 
besitzen. Nun konnte ich bei der Modifikation II der Darstellung durch 
die spektroskopische Untersuchung auf salzsaures Hämatin und Cyan- 
hämochromogen auch einen nicht unbeträchtlichen Gehalt an Hämoglobin 
nachweisen, trotzdem im mikroskopischen Präparat nichts von übrig- 
gebliebenen Erythrocyten und kaum irgendwelche Hämoglobinschollen 
zu sehen waren. Immerhin glaube ich aus quantitativen Abschätzungen 
und Vergleichung der Verdünnungen der eosinophilen Substanz und kon- 
zentrierter alkalischer Erythrocytenlösungen den Schluß ziehen zu dürfen, 
daß der Hämoglobingehalt doch zu gering ist, um als eigentlicher, vor allem 
für die Peroxydasereaktion maßgebender Bestandteil der Granulasubstanz 
angesprochen zu werden, wie Tabelle I zeigt. 


Tabelle I. 
Verhältnis der Cy-Hämochromogenprobe zur Benzidinreaktion. 














Erythrocyten: | Farbe . . . || rubinrot —> abnehmend —> | gelblich | farblos 


lösung | Benzidin. .| +++ | +++ +++ ++ | + — 
+ + 


Alkalische e 10 x 40x |80 x |160 x! 320x |640 x 
Ge 2 csm) Cy»Hämochr. + + in Spuren ur 





Alkalische ; Verdünnung| 2x 4x 8x 116x] 32x 64x 
Bara Farbe - . . || braungrüni. |—> abnehmend — gelb | gelblich | farblos 
Substanz | Benzidin. .| +++ | +++ |+++ ++ + — 
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Bei der Erythrocytenlösung verlaufen Benzidin und Cy-Hämo- 
chromogen fast parallel; bei der Lösung der eosinophilen Substanz ver- 
schwindet der (Cy-Hämochromogen-Absorptionsstreifen, während die 
Benzidinprobe noch lange nachweisbar ist. 

Es war zunächst daran zu denken, daß bei der Modifikation II das 
Hämoglobin nur unvollständig entfernt worden war, indem es nicht durch 
Wässern, sondern lediglich durch Einwirkung von salzsaurem Alkohol 


(im Verhältnis Normalsalzsäure zu 95proz. Alkohol aa) durch Kochen 
behandelt worden war. Stark alkoholische Lösungen durften nicht an- 
gewendet werden, da sich sonst die eosinophilen Granula selbst darin gelöst 
hätten. Wurde nun diese hämoglobin- und eisenhaltige Substanz weiter 
mit Essigsäure und Äther behandelt, so konnte noch eine große Menge des 
Farbstoffs entfernt werden, vorausgesetzt, daß die Substanz in kon- 
zentrierter Essigsäure wiederholt gekocht wurde. Diese immerhin nicht 
leichte Abtrennbarkeit des Hämoglobins von der Granulasubstanz würde 
dafür sprechen, daß dieses ziemlich fest an die hydrolysierten Granula 
gebunden worden war. Noch ein Umstand spricht für diese Annahme 
einer chemischen Beziehung des Hämoglobins zur eosinophilen Substanz. 
Es verhalten sich nämlich die oben erwähnten Hämoglobinproben ganz 
anders als die Kontrollen. Während diese sowohl bei der Probe auf salzsaures 
Hämatin als auf Cyanhämochromogen noch nach Monaten unverändert 
bleiben, fällt in den aus den eosinophilen Granulis hergestellten Proben 
auf Cyanhämochromogen schon nach 2 bis 3 Wochen ein rotbrauner Nieder- 
schlag aus, gleichzeitig entfärbt sich die Flüssigkeit und verliert ihre Ab- 
sorptionsstreifen. Ebenso fällt aus der salzsauren alkoholischen Lösung 
der eosinophilen Granula nach einiger Zeit ein ziemlich dichter Nieder- 
schlag bei gleichzeitiger Entfärbung der ursprünglich rot gewesenen Lösung 
aus, wobei der Absorptionsstreifen in Rot verschwindet. Es scheint also das 
Hämoglobin zwar an sich kein charakteristischer Bestandteil der eosino- 
philen Substanz zu sein, aber die Eigenschaft zu haben, unter gewissen 
Umständen in ziemlich festen Kontakt mit ihr zu treten. Auch die unter B 
erwähnte Färbungsreaktion der eosinophilen Substanz spricht für diese 
Annahme, ebenso die Indikatoreigenschaften, die verschwinden, wenn 
man das Hämoglobin mit Essigsäure und Äther extrahiert. Der Farbstofj 
der eosinophilen Substanz bei der Darstellung nach Modifikation II dürfte 
also in seinem größten Anteil auf die Anwesenheit von alkalischem bzw. 
saurem Haämatin zurückzuführen sein. Zum größten Anteil (!), da auch die 
nach Möglichkeit von Hämoglobin befreite Substanz eine leicht grünliche 
bis bräunliche Zigenfarbe zeigt. Die aus dem Knochenmark nach den Angaben 
von Petry dargestellten Granula sind gelblichbraun verfärbt. Ich kann 
bestätigen, daß sie kein Hämoglobin, dabei aber reichlich Eisen enthalten. 
Auch seine Darlegungen über die roten Körnerkugeln stimmen mit den 
eigenen Nachprüfungen überein. Diese Körnerkugeln geben intensivste 
Berliner-Blau-Reaktion. Petry hatte sie als geschrumpfte Modifikation 
der eigentlichen eosinophilen Granula aufgefaßt und seinerzeit eine eigene 
Arbeit über dieses Thema angekündigt. Diese Arbeit ist, wie der Verfasser 
mir mitzuteilen so liebenswürdig war, niemals erschienen, hauptsächlich 
deswegen, weil bereits von Marwedel (9) analoge Befunde (am Kaninchen) 
veröffentlicht worden waren. Nach Petry (persönliche Mitteilung) findet 
man die Übergangsbilder zwischen den Körnerkugeln und den eosinophilen 
Granulis am besten im Mark der kurzen Knochen. Mir selbst: ist es aber 
auch gelungen, aus dem mit Trypsin und Natriumcarbonat behandelten 
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Mark von langen Röhrenknochen entsprechende Bilder zu erhalten, die 
sehr deutlich alle Übergänge der eosinophilen Granula zu den roten Körner- 
kugeln zeigen. 


Durch die eigenen Untersuchungen ist also die Frage des Eisengehalts 
scheinbar noch komplizierter geworden, denn wir haben nicht weniger als 
drei Varianten vor uns: 


a) eosinophile Granula aus dem Bute ohne Eisengehalt, 


b) eosinophile Granula aus dem Knochenmark mit sicherem Eisengehalt 
ohne Hämoglobin, 


c) eosinophile Granula aus dem Blute mit positiver Hämoglobinreaktion 
und entsprechendem Eisengehalt, wobei gewisse Anhaltspunkte dafür vor- 
handen sind, daß das Hämoglobin in diesen Fällen an die eosinophile Sub- 
stanz ziemlich fest gekettet sein dürfte. Oder mit anderen Worten, daß 
eine gewisse chemische Affinität zwischen der eosinophilen Substanz und 
dem Hämoglobin besteht. 


E. Der Eiweißcharakter. 


Dieser ist bis jetzt allgemein als ziemlich sicher angenommen worden, 
besonders seit den Untersuchungen von Petry, der einen Stickstoffgehalt 
von 12 bis 15 Proz. feststellen konnte bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
1,7 Proz. Schwefel, aber bei Fehlen von Phosphor. Auch berichtet er über 
positive Eiweißreaktionen, vor allem mit dem M dion sachen Reagens. Die 
Millonprobe ist in erster Linie eine Reaktion auf Phenylpropionsäuren, 
als deren wichtigster Vertreter das Tyrosin gilt. Sie konnte auch von mir 
konstatiert werden; die mikroskopische Untersuchung ergab, daß die 
Granula selbst intensiv braunrot verfärbt wurden, und zwar besonders 
deutlich in den aus dem Knochenmark nach der Peiryschen Methode 
gewonnenen Präparaten. In den eigenen, mit Natronlauge aus dem Fibrin 
dargestellten Präparaten aber nur unter gewissen, später zu erörternden 
Bedingungen. Die übrigen Eiweißproben (Biuret, Ammonsulfat, Essigsäure- 
Ferrocyankalium und Xanthoprotein) waren stets negativ, nicht hingegen 
in der hydrolysierten Substanz die Prüfung mit Phosphorwolframsäure, 
die einen intensiven Niederschlag ergab. Bei dieser Gelegenheit muß auf 
eine Differenz zwischen den Peiryschen und den eigenen Angaben verwiesen 
werden, die besonders deutlich auf S. 97 seiner Arbeit hervortritt. Petry 
hat nämlich alkalische Lösungen gewonnen, dieselben neutralisiert, von dem 
hierbei entstehenden Niederschlag abfiltriert und das Filtrat zu weiteren 
Untersuchungen verwendet. Nach den eigenen Erfahrungen wird aber 
bei der Neutralisierung einer alkalischen Lösung der eosinophilen Substanz 
gerade diese ausgefällt! Ausdrücklich sei bemerkt, daß diese Richtigstellung 
nur sekundäre Fragen der Petryschen Arbeit berührt, von deren Zuverlässig- 
keit ich mich ja selbst am besten überzeugen konnte. Ich habe übrigens 
beide Fraktionen, sowohl den Niederschlag als das Filtrat, untersucht und 
in keiner von beiden besondere Eiweißreaktionen gefunden. 


Der Stickstoffwert der eosinophilen Substanz beträgt 12 bis 13 Proz. 
bei der Darstellung nach Modifikation II. Wenn aber dieselbe Substanz 
lange dialysiert wird, wobei sie noch durchaus ihren granulären Charakter 
beibehält, oder wenn von vornherein die nach der ersten Modifikation dar- 
gestellte Substanz zur Untersuchung genommen wurde, so ist nur ein sehr 
geringer Stickstoffgehalt nachweisbar, der in den einzelnen Präparaten 
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zwischen 0,4 bis 1 Proz. schwankte!). Dabei war die Substanz noch 
eosinophil und intensiv benzidinpositiv, ja sogar (bei der Darstellung nach 
Modifikation II) noch durchaus in ihrer ursprünglichen granulären Form 
erhalten. Die Stärke der Millonreaktion scheint mit dem jeweiligen Stick- 
stoffgehalt der eosinophilen Substanz parallel zu gehen. 

Wir können also mit Sicherheit annehmen, daß die eigentliche eosinophile 
Substanz, d. h. jener Anteil, der für ihre granuläre Form, für ihre Eosinophilie 
und für ihre oxydativen Eigenschaften entscheidend ist, keinen Eiweiß- 
körper darstellt. Denn der geringe, noch immer nachweisbare Stickstoff- 
gehalt kann ganz gut auf Verunreinigung zurückgeführt werden, wie vor 
allem auf Fibrinreste, die trotz sorgfältigster Maßnahmen nicht hatten 
entfernt werden können. Nichtsdestoweniger muß aber auch, und zwar 
sowohl auf Grund der älteren Untersuchungen besonders von Petry, wie 
auch auf Grund der eigenen Ergebnisse mit allergrößter Wahrscheinlichkeit 
angenommen werden, daß die eosinophilen Granula im Blute und Knochen- 
mark doch Eiweißcharakter besitzen. 


F. Die oxydativen Fähigkeiten. 


Wir haben soeben gezeigt, daß der für die Peroxydase maßgebende 
Anteil der eosinophilen Granula kein Eiweißkörper sein dürfte. Dieser 
Befund hat um so größeres Interesse, als auch die von Jacobi (6) aus der 
Rinderleber dargestellte Salicylase und die von C'hodat und Bach (5) aus 
dem Meerrettig gewonnene Peroxydase keine Eiweißreaktionen geben. 
Es muß einer eingehenden chemischen Untersuchung vorbehalten bleiben, 
weitere Aufklärungen über die Natur unserer Peroxydase zu geben. Hier 
möchte ich nur einige allgemeine Beobachtungen verzeichnen. Unbestritten 
ist, daß die eosinophilen Granula eine starke Oxydase darstellen. Ich kann 
die Angaben von Loele (8) über die leichte Zerstörbarkeit der Oxydase 
durch die Einwirkung von stärkeren Säuren (aber nicht von 0,33 prot. 
Salzsäure) oder Alkali bestätigen. Bei der Petryschen Darstellung mit 
Trypsin wird hingegen auch durch die nachherige Behandlung mit Natron- 
carbonat die Oxydase nicht zerstört. Die roten Körnerkugeln sind oxydase- 
negativ. Die Peroxydase der eosinophilen Granula scheint eine sehr 
resistente Modifikation der ursprünglichen Oxydase zu sein. Sie ist ein 
treuer Begleiter sämtlicher Proben, selbst. stärkstes Alkali verändert sie 
kaum, auch bei Säurebehandlung habe ich sie in der Regel stets finden 
können; nur unter gewissen, bis jetzt noch nicht geklärten Umständen 
konnte ich nach Behandlung von Fibrin mit warmer Salzsäure und Alkohol 
ein Verschwinden der Peroxydase feststellen. Praktisch genommen, kann 
man sagen, daß im Pferdeblutfibrin nach entsprechender Wässerung und 
damit verbundener Entfernung des Hämoglobins der Erythrocyten als 
einziger peroxydase-positiver Bestandteil nur die eosinophile Granula- 
substanz zurückbleibt. Dies ersieht man besonders eindrucksvoll dann, wenn 
nach der Zentrifugierung der rein weißen, alkalischen Fibrinlösung nur das 
Sediment. eine (sehr intensive) Benzidin- und Guajakprobe gibt, während 
die überstehende Flüssigkeit keine Spur von Benzidinreaktion aufweist. 


!) Die quantitativen Bestimmungen wurden unter der Aufsicht von 
Herrn Prof. E. Freund durchgeführt, dem ich bei dieser Gelegenheit dafür, 
sowie auch für das Interesse und die Unterstützung, die er mir bei den in 
seinem Institut angestellten Untersuchungen erwiesen hat, meinen wärmsten 
Dank ausspreche! 





Darstellung der eosinophilen Granulasubstanz des Blutes. II. 263 


Es könnte möglich sein, daß man durch die Benutzung der Benzidin- 
reaktion als Wegweiser auch auf andere Art als durch Hydrolysierung zu 
einer Isolierung der eosinophilen Substanz gelangt. Es ist mir wenigstens 
gelungen, durch Behandlung mit 3,3proz. Salzsäure das Fibrin in einen 
benzidinpositiven und -negativen Anteil zu trennen. Jedoch muß das an- 
gesäuerte Fibrin einige Zeit erwärmt werden, denn wenn man das lediglich 
mit kalter Salzsäure behandelte Fibrin noch so sorgfältig zerkleinert, z. B. 
mit Seesand, so ist das unter Überdruck gewonnene Filtrat bei reichlichem 
Eiweißgehalt benzidinnegativ. Die ganze Peroxydase ist im Rückstand 
verblieben. Wird hingegen durch das Erwärmen das Fibrin verflüssigt, 
rasch Wasser hinzugesetzt und dann durch ein Faltenfilter filtriert, so geht 
die Peroxydase in das Filtrat. Interessant ist, daß in diesem mikroskopisch 
keine Spur von Granulis mehr enthaltenden Filtrat die Peroxydase noch 
eine ziemliche Molekulargröße haben muß, denn beim Beschicken desselben 
durch ein bakteriendichtes Filter ist das Filtrat benzidinnegativ, der Rück- 
stand aber positiv. Auch Versuche, unter Ausnutzung der früher erwähnten 
Löslichkeit der eosinophilen Substanz in schwach-saurem oder -alkalischem 
Alkohol zu einer Isolierung der Peroxydase zu gelangen, erscheinen mir 
wenigstens nach den bisherigen Ergebnissen nicht ganz aussichtslos zu sein. 


G. Schlußfolgerungen. 


Am wichtigsten erscheint die Feststellung, daß die eigentliche, 
auch morphologisch maßgebende eosinophile Substanz kein Eiweiß- 
körper ist. Andererseits läßt ihre Oxydase- bzw. Peroxydasenatur an 
die Möglichkeit denken, daß die Substanz der eosinophilen Granula 
in der Lage ist, Stoffe verschiedenster Art, darunter auch Eiweißstoffe 
in sich aufzunehmen. Der hohe Stickstoffgehalt der nicht mit eingreifen- 
deren Methoden behandelten Granula bei gleichzeitiger positiver in 
ihnen mikroskopisch sichtbar werdender Millonreaktion spricht für diese 
Annahme. Wir sehen weiter, daß die wechselnde Eisenreaktion durchaus 
glaubwürdig erscheint, wenn wir uns eben vorstellen, daß unter den 
verschiedensten Bedingungen die eosinophile Substanz sich mit den ver- 
schiedensten Stoffen beladen kann. Wir brauchen uns ja nur an die seit 
langem vermuteten Zusammenhänge der eosinophilen Leucocyten mit 
dem Eindringen von körperfremdem. Eiweiß zu erinnern. Selbst die 
alte Weidenreichsche Theorie (15) könnte in gewisser Beziehung ihre 
Auferstehung feiern, denn ich würde mich gar nicht wundern nach dem, 
was ich selbst bezüglich der möglichen Affinität des Hämoglobins zur 
eosinophilen Substanz angeben konnte, daß bei der Injektion von art- 
fremden Erythrocyten die an den Ort des Eingriffs zuwandernden 
eosinophilen Zellen sich in ihren Granulis mit Hämoglobin beladen. 
Die alten Befunde von Arnold (2) über den wechselnden Gehalt der 
eosinophilen Granula an Fett und Glykogen (Versuche mit in Ölsäure 
getränkten Hollundermarkplättchen ergaben bekanntlich eine intensive 
Fettreaktion der eosinophilen Granula beim Frosch) erfahren eine neue 
Stütze. Wir müssen uns vorstellen, daß die an sich bestimmt spezifi- 
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schen eosinophilen Granula die Eigenschaft haben, besonders wahr- 
scheinlich auf Grund ihres hohen oxydativen Vermögens sich mit den 
verschiedensten Stoffen, sei es zum Zu- oder Abtransport in die Gewebe 
zu beladen. Funktionell wäre ihre Stellung vielleicht den Erythrocyten 
mit ihrer Beteiligung an der Kohlensäure- und Sauerstoffaufnahme 
und -abgabe in die Gewebe sehr ähnlich. Andererseits aber würden 
auch gewisse Beziehungen zu den Aufgaben der übrigen weißen Blut- 
körperchen notgedrungen anzunehmen sein. 

Auch die Möglichkeit einer echten sekretorischen Funktion der 
eosinophilen Granula, die ja seinerzeit besonders von Ehrlich angenommen 
wurde, erscheint prinzipiell nicht ausgeschlossen. In dieser Beziehung 
war eine nicht zu umgehende Schwierigkeit die allgemeine Vorstellung von 
der schweren Löslichkeit der Granula. Nachdem wir aber jetzt wissen, 
wie ich besonders unter A zeigen konnte, daß die Löslichkeitsverhältnisse 
in vitro keineswegs denen in vivo entsprechen, bietet die Vorstellung, 
daß die eosinophilen Granula als Sekretsubstanz selbst zu bestimmten. 
uns freilich bis jetzt noch unbekannten Zwecken in löslicher Form in 
die umgebenden Medien eintreten könnten, keine besonderen Schwierig- 
keiten mehr. 
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Vermag das Insulin die assimilatorische oder dissimilatorische 
Tätigkeit mit Luft geschüttelter Hefe zu beeinflussen?! 
(Ein Beitrag zur Frage der Spezifizität der Insulinwirkung.) 


Von 
Otto Fürth. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitäts- 
instituts.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


Im Anschluß an Versuche, die von mir und meinen Mitarbeitern 
im Verlaufe der letzten Jahre in der Absicht ausgeführt worden sind, 
einigen den Mechanismus des Kohlehydratabbaues und -aufbaues durch 
die lebende Zelle betreffenden Problemen durch Studien an sauerstoff- 
geschüttelter Hefe näher zu kommen, ergab sich die naheliegende Frage, 
ob das Insulin, welches ja den Kohlehydratstoffwechsel der tierischen 
Zellen so mächtig beeinflußt, etwa auch imstande sei, auf die assimila- 
torischen und dissimilatorischen Vorgänge in der Hefezelle irgend einen 
merklichen Einfluß auszuüben. 

Die Methodik dieser Versuche, über die ich hier in aller Kürze 
berichten möchte, war im wesentlichen die gleiche, die von mir!) ge- 
meinsam mit F. Lieben!) und später von dem letztgenannten sowie 
von H. Lundin in diesem Laboratorium angewandt worden ist: Zwei 
Portionen derselben Hefesuspension mit oder ohne Zuckerzusatz wurden 
in Schüttelkolben geschüttelt; die entweichende Kohlensäure wurde 
in drei mit n/5 Barytlösung beschickten Vorlagen abgefangen und 
titrimetrisch mit Phenolphthalein bestimmt. In den einen Kolben 
wurde Insulin eingebracht, und der andere diente als Kontrolle. Unter 
Umständen wurde auch der Zuckerverbrauch (titrimetrisch nach 
Bertrand) beobachtet. 

Das für die Versuche erforderliche Insulin (Iletin-Insulin) verdanken 
wir dem freundlichen Entgegenkommen der Fabrik Eli Lilly and 
Company, Indianopolis, U. S. A., und möchte ich es nicht unterlassen, 
der genannten Firma an dieser Stelle meinen Dank auszusprechen. 


1) O. Fürth und F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 158, 1922; 132, 165, 1922. 


266 O. Fürth: 


Dasselbe Präparat hat sich bei der Ausprobung im Tierversuch als 
vollwirksam erwiesen. 


1. Versuch. 
Hefe mit Wasser bei Insulinzusatz unter Luftdurchleitung geschüttelt. 


Zwei Schüttelkolben mit je 50 g Preßhefe und 500 ccm Leitungswasser. 
A versetzt mit Leem = 20 Einheiten Iletin-Insulin, B ohne Zusatz. Drei 
Vorlagen mit Barytwasser hinter jeden Kolben enthaltend 500, 200 und 
100 cem n/5 Barytwasser. 

Die CO,-Produktion betrug (Luftdurchleitung und Schüttlung): 





A (mit Insulin) | Bohne Insulin) 








Nach 1% Stunden i A 0,268 g 0,196 g 
„3 a 0,385 0,334 
„6 w sa 0,765 0,778 


Also kein zweifelloser Unterschied; anfangs hatte A allerdings 
einen Vorsprung, der nach 3 Stunden etwa 15 Proz. betragen hat, 
im weiteren Verlauf des Versuchs aber vollkommen ausgeglichen 
worden ist. 

2. Versuch. 
Hefe mit Wasser bei Insulinzusatz unter Luftdurchleitung geschüttelt. 

Wiederholung des vorigen Versuchs, jedoch mit der Abweichung. 
daß die doppelte Insulinmenge zur Anwendung gelangt ist (2 ccm Iletin- 
Insulin = 40 Einheiten). 


Die CO,-Produktion bei Durchleitung eines lebhaften Luftstroms und 
Schüttlung betrug: 





-— — [um nn — e 





"A es ze) (pn B(ohne ein) 








Nach 1 Stunden . . | 0218 | 0231 
e Zë ao.. | 0,892 0,383 
„6 vr. 0691 0.099 
a 9% a a. 0,997. | 0,880 


Das Plus zugunsten des Insulinkolbens betrug nach 6 Stunden 
10,6 Proz., nach 91, Stunden 13,1 Proz., doch erschien mir auch diese 
Differenz als zu klein, um den Versuch als positiv gelten zu lassen. 


3. Versuch. 
Hefe unter Zusatz von relativ wenig Dextrose und von Insulin mit Luft geschüttelt. 


Zwei Schüttelkolben mit je 50 g Hefe und 500 cem 0,94 proz. Dextrose- 
lösung zu A 2 ccm lletin-Insulin (= 40 Einheiten); B ohne Zusatz. 
Die CO,-Entwicklung nach Luftschüttlung betrug: 








A (mit Insulinzusatz) | Sn Ben. 


Nach di Erdrag Ste | 1,375 g 1,360 g 


„ 31% Ç S 1,751 
„6% 5 GE 2,222 
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Das Plus zugunsten der Insulinprobe betrug schließlich nur 3 Proz. 
Der Versuch war also negativ. 

Die Untersuchung einer Probe ergab bereits nach %, Stunden 
das völlige Verschwinden des ursprünglich vorhandenen Zuckers (4,70 g 
Dextrose). Diese Zuckermenge hätte bei Vergärung nach der klassischen 
Gärungsgleichung (a Hs Ua = 200, +2C,H,.0H; x:4,70 = 88 
: 180, x = 2,30) 2,30 g CO, liefern sollen. Fast genau dieselbe Kohlen- 
säuremenge ist auch tatsächlich sowohl in der Probe mit Insulinzusatz, 
als auch in jener ohne Insulinzusatz zum Vorschein gekommen. 


4. Versuch. 
Hefe unter Zusatz von relativ viel Dextrose und von Insulin mit Luft geschüttelt. 


Versuchsanordnung entsprechend Versuch 3; jedoch die Hefemenge 
auf die Hälfte reduziert, die Zuckermenge auf das Fünffache gesteigert, 
derart, daß die Zuckermenge im Verhältnis zur Hefemenge etwa die zehn- 
fache war. 

Zwei Kolben mit je 25g frischer Preßhefe und 500 cem 4,55 proz. 
Dextrose (Doppelbestimmungen nach Bertrand!) angesetzt: A mit 2 ccm 
(= 40 Einheiten) Iletin-Insulin, B ohne Zusatz. 

Die CO,-Entwicklung nach Luftschüttlung ergab: 





' A (mit Insulin) B (ohne Insulin) 


Nach 2 Stunden . . . ,2,287gCO, 2255800, 
„ 4% ', - e , 14495 „ 4221 „ 

(Selbstverständlich müssen bei derartigen Versuchen die die beiden 
Schüttelkolben passierenden lebhaften Luftströme derartig reguliert werden, 
daß sie durchaus gleichmäßig sind. Auch muß für einen eventuellen recht- 
zeitigen Wechsel des Barytwassers in den Vorlagen Sorge getragen werden.) 

Auch hier ist das Plus zugunsten der Insulinprobe viel zu gering 
(61, Proz. nach 41‘, stündiger Versuchsdauer), um ihm für die physio- 
logesche Deutung ein Gewicht beilegen zu können. 

Die durch Bertrandbestimmungen ermittelte Zuckerabnahme betrug 
für je Leem der Suspension [die Proben!) wurden über Kieselgur 


durch trockene Faltenfilter filtriert]: 














A (mit Insulin) | B (ohne Insulin) 
Nach 1 Stunde . . | 0,012g Dextrose ` 0,009g 
1 0.035 „70083 








mn 61% n 


5. Versuch. 
Hefe unter Zusatz von Lävulose und Insulin mit Luft geschüttelt. 


Zwei Schüttelkolben mit je 25g Hefe und 500 cem einer 20,36 g Lävulose 
enthaltenden Lävuloselösung beschickt; A außerdem mit 2ccm lletin- 


1) Um Probeentnahmen ohne CO,-Verluste zu ermöglichen, wurden die 
Proben durch Aspiration vom Luftzuleitungsrohre aus, das in die Sus- 
pensionsflüssigkeit eintauchte, entnommen. 
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Insulin (= 40 Einheiten; ganz frische, soeben von der Fabrik eingetroffene 
Sendung!). 

Die CO,-Produktion betrug nach Schüttlung unter Durchleitung eines 
lebhaften Luftstroms: 





| A (mit Insulin) B (ohne Insulin) 
Nach 11, Stunden . . GENEE 
„ 3 S . . || 3,380 „ 3,356 „ 
„434 S - 16,111 „ 5,965 „ 

Also am Schluß nur ein Plus von 214, Proz. zugunsten der Insulin probe. 
Dem anfänglichen erheblichen Plus zugunsten der Insulinprobe kann 
schwerlich besonderer Wert beigelegt werden, da angesichts der kurzen 
Dauer dieser Versuchsphase die Überführung der CO, in die Vorlagen 
sicherlich noch keine vollständige gewesen ist und da sich diese Differenz im 
Laufe der weiteren Versuchsphasen zum allergrößten Teile ausgeglichen hat. 


Die in den Proben enthaltene Lävulosemenge (ursprünglich 20,36 g) 
hatte abgenommen: 





u A (mit Insulin) | Bohne Insulin) 





Nach 3 3stündiger Schüttlung u um 134g 12 708 
„64 , P 1736 | 16,86 

Das Plus zugunsten der Insulinprobe beträgt hier etwa 3 Proz., 
und ist demnach von der gleichen Größenordnung wie das Plus an 
produzierter Kohlensäure. 


Auch dieser Versuch kann, objektiv betrachtet, nur als ein negativer 
gewertet werden. 


6. Versuch. 


Hefe unter Zusatz eines großen Lävuloseüberschusses und von Insulin mit 
Luft geschüttelt. 


Analoger Versuch, wie der vorige, mit dem Unterschiede jedoch, daß 
die Hefemenge auf ein Fünftel reduziert worden ist. Zwei Schüttelkolben 
wurden mit je 5 g frischer Preßhefe und mit 500 cem einer Lösung, enthaltend 
22 g Lävulose, beschickt. Der Kolben A wurde mit 2 ccm Insulin (= 40 Ein- 
heiten) versetzt. 

Die CO,-Produktion bei Schüttlung unter Durchleitung eines lebhaften 
Luftstroms betrug: 





m a 


Nach 1% Stunden . R 
n 4% . 10.774 | 0,784 


Die Zuckerabnahme (ursprünglich 22g Lävulose vorhanden) betrug: 


D 











SO A (mit Insulin) | Bohne Insulin) 


Nach % Stunde . . | 3,55 g Lävulose 3,55g Lävulose 
L 3,50 


n 2 n . o| 


H ” U L 
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Die Zuckerabnahme war also bereits nach 11, Stunden zu einem 
Stillstande gelangt. Auffallend bei diesem Versuch war der Umstand, 
daß nicht jene CO,-Menge zum Vorschein gekommen ist, die bei der 
alkoholischen Vergärung des Zuckers hätte zum Vorschein kommen 
sollen (etwa 1,8g CO,), sondern weniger als die Hälfte dieses CO,- 
Quantums. Offenbar ist etwa die Hälfte des Zuckers auf einem anderen 
Wege als den der alkoholischen Gärung verarbeitet worden. 


In bezug auf die Insulinwirkung erscheint dieser Versuch eindeutig 
negativ. 

Zusammenfassend können wir in bezug auf die im vorstehenden 
mitgeteilten Versuche sagen, daß ste keinerlei Anhaltspunkte für die 
Annahme der Beeinflussung assimilatorischer oder dissimilatorischer 
Vorgänge in der Hefe (insoweit sich solche aus der CO,-Bildung und 
Zuckerzerstörung beurteilen lassen) durch das Insulin ergeben haben. 


Trotzdem könnte eine solche Beeinflussung vielleicht noch immerhin 
vorhanden sein, die zwar nicht in der Menge verschwundenen Zuckers 
und gebildeter Kohlensäure, wohl aber in einer Verschiebung der 
Relation der in der Hefe jeweilig angehäuften verschiedenen Formen 
polymerer Kohlehydrate zutage treten könnte. 


Ich bin daher Herrn Josef Warkany sehr zu Dank verpflichtet, 
daß er, im Zusammenhang mit seinen in der anschließenden Arbeit 
mitgeteilten Versuchen über die Kohlehydrate der Hefe und unter 
Anwendung der von ihm geübten Methodik, auch einige Versuche 
über Insulineinwirkung auf die Hefe ausgeführt und mir freundlichst 
zur Verfügung gestellt hat. Dieselben beziehen sich auf den Gehalt 
der Hefe an Glykogen, Hefegummi und an einer bei der Hydrolyse 
auftretenden, stark (schon in der Kälte) reduzierenden Substanz unter 
und ohne Einwirkung von Insulin. In bezug auf die Methodik und 
deren Begründung sei auf die anschließende Arbeit Warkanys ver- 
wiesen. 

7. Versuch (J. Warkany). 
Glykogenanhäufung in zuckergemästeter, luftgeschüttelter Hefe mit und ohne 
Insulin. 

A. Native Hefe. 10g Hefe wurden mit 30 ccm 60proz. Kalilauge 
3 Stunden lang auf dem Wasserbade erwärmt. Durch Zusatz von 200 ccm 
Alkohol wurde das Gemenge von Glykogen und Hefegummi gefällt. Der 
abgetrennte Niederschlag wurde in heißem Wasser gelöst, mit 80 ccm 
Fehlingscher Lösung versetzt, wobei das Hefegummi als Kupferverbindung 
ausfiel. Es wurde auf 250 ccm in Meßkolben aufgefüllt. Die Hälfte der 
Flüssigkeit (entsprechend be Hefe) wurde vom Hefegummi abfiltriert, 
neutralisiert, mit Salzsäure auf einen Gehalt von 2,7 Proz. HCl gebracht, 
3 Stunden am Wasserbade hydrolysiert und der ermittelte Zuckerwert 
(Bertrand) als Glykogen in Rechnung gebracht. Es ergab sich so in der 
ursprünglichen Hefe ein Glykogengehalt von 2,8 Proz. 
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B. Zuckergemästete Hefe. 25 g derselben Hefe wurden unter Luft- 
durchleitung mit einer 10g Dextrose enthaltenden Zuckerlösung 
12 Stunden lang geschüttelt, über Nacht stehengelassen, sodann 
analysiert. 

Die Analyse ergab nunmehr einen Glykogengehalt von 5,39 Proz. 

C. Parallelversuch, jedoch unter Zusatz von 2ccm (= 40 Ein- 
heiten) Insulin, ergab einen Glykogengehalt von 5,32 Proz. 

Also auch hier hatte das Insulin nicht die mindeste Änderung herbei- 
geführt. 

8. Versuch (J. Warkany). 
Kohlehydratverteilung in zuckergemästeter, lufigeschüttelier Hefe mit und 
ohne Insulin. 

A. 30g Hefe + 10g Dextrose + 300 ccm Wasser, 12 Stunden ge- 
schüttelt und über Nacht gestanden. — B. Ebens., jedoch mit Zusatz von 
2 cem (= 40 Einheiten) Insulin. 

Verarbeitung analog wie im vorigen Versuche. Das durch Fehlingsche 


Lösung als Kupferverbindung gefällte Hefegummi auf einem Goochtiegel 
gesammelt, getrocknet und gewogen. Es fanden sich: 








| Probe mit Insulin | Probe ohne Insulin 


ne rer eg 


IyKögen: u... 2.0 20:2 EE N Ñ 5,2 Proz. 4,8 Proz. 


Nach Hydrolyse schon in der Kälte redu- 
zierendes Kohlehydrat . ..... SC 075 „ | 075 „ 
Hefegummi als Cu-Verbindung. . . . . 245 , | 47 „ 


Also auch hier war der Effekt des Insulins ein durchaus negativer. 


Zusammenfassung. 

Insulinzusatz vermag die assimilatorischen und dissimilatorischen 
Vorgänge in Hefe, die (mit oder ohne Zusatz von Dextrose oder Lävulose) 
anhaltend mit Luft geschüttelt worden ist, insoweit dies aus der Kohlen- 
säureproduktion, dem Zuckerverbrauch, der Glykogen- und Hefegummi- 
anhäufung erschlossen werden kann, nicht in merklicher Weise zu 
beeinflussen. 





Über das Verhalten der Reservekohlehydrate bei der 
assimilatorischen und dissimilatorischen Tätigkeit der Hofe. 


Von 
Josef Warkany. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitäts- 
instituts.) , 


(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


Der Kohlenstoff des durch Hefezellen vergorenen Zuckers wird 
nur zum Teil in den nach der Gärungsgleichung entstandenen Pro- 
dukten, Alkohol und Kohlensäure, wiedergefunden. Der restliche 
Kohlenstoff wird von den Hefezellen assimiliert, d. h. zu körper- 
eigenen Kohlehydraten aufgebaut. Das Mengenverhältnis von 
gebildetem Alkohol einerseits und assimilierten Kohlehydraten anderer- 
seits wird von dem der Hefe zur Verfügung stehenden Sauerstoff 
bestimmt. Lundin!) hat nachgewiesen, ‚daß die Summe der Kohlenstoff- 
gehalte des jeweilig vorhandenen Alkohols und der infolge der Assi- 
milation neugebildeten Kohlehydrate mit dem Kohlenstoffgehalt der 
theoretischen Alkoholmenge der typischen Gärung derart überein- 
stimmt, daß eine sekundäre Umwandlung von Teilen des gebildeten 
Alkohols in die Assimilationskohlehydrate angenommen werden mußte“. 

Im folgenden wurde nun das Verhalten zweier Assimilations- 
kohlehydrate, des Glykogens und des Hefegummis, bei der Mästung 
und Selbstgärung der Hefe im Luftstrome untersucht. 

Über das Verhalten von Glykogen bzw. Hefegummi bei Gärung und 
Selbstgärung ohne Luftdurchleitung liegen einige Angaben vor. 

Euler?) untersuchte seinerzeit „Die Rolle des Glykogens bei der Gärung 
durch lebende Hefe‘, doch sind die von ihm gefundenen Werte, da er nach 
der von Schönfeld und Krampf angegebenen Methode arbeitete (siehe unter 
Methodik) höchstens als Summe von Glykogen und Hefegummi zu be- 
trachten; aber auch als solche sind sie nur mit Einschränkung zu verwerten. 

Salkowski?) untersuchte das „Verhalten des Hefegummis bei der 
Autolyse und alkoholischen Gärung‘““. 


1) Lundin, diese Zeitschr. 142, 1923. 
2) Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 337, 1914. 
3) Salkowski, ebendaselbst 69, 466, 1910. 
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In letzter Zeit haben Euler und Myrbäck!) Untereuchungen über das 
Verhalten von Glykogen und Hefegummi bei der Selbstgärung angestellt. 
Sie fanden, daß bei der Selbstgärung nicht luftgeschüttelter Hefe das 
Glykogen verschwindet, das Hefegummi aber nicht angegriffen wird. 
Auffallend ist dabei der Umstand, daß bei einem Selbstgärungsversuche, 
bei dem das nach Säurehydrolyse bestimmte Gesamtkohlehydrat von 
24,3 auf 12 Proz. gefallen war, von den fehlenden 12,3 Proz. eigentlich nur 
0,27 Proz. durch den Glykogenverlust erklärt werden; die restlichen 12 Proz. 
— also weitaus die Hauptmenge der vergorenen Kohlehydrate — würden 
aus einem unbekannten Kohlehydrat bestehen. 


In der vorliegenden Arbeit wurde in folgender Weise verfahren. 
Zunächst wurde das Verhalten des Glykogens bei der Mast der Hefe 
untersucht. Es wurde anschließend untersucht, ob die Glykogen- 
zunahme sich mit der Zunahme der leicht (d. h. mit 2,7 Proz. HCl) 
hydrolysierbaren Kohlehydrate decke. Da sich dabei ergab, daß 
die Zunahme der leicht hydrolysierbaren Kohlehydrate bei weitem 
die Glykogenzunahme übertreffe, wurde nun auch die Bestimmung 
des Hefegummts in die Versuche mit einbezogen. Schließlich wurde 
das Verhalten von Glykogen und Hefegummi bei der hungernden Hefe 
(Selbstgärung) untersucht. 


Methodik. 
I. Bestimmung von Glykogen und Hejegummi. 


Bekanntlich ist die Pflügersche Glykogenbestimmungsmethode bei 
der Hefe nicht ohne weiteres zu verwenden. Während sie sich bis zur 
Zuckerbestimmung ohne Schwierigkeit durchführen läßt, zeigt sich 
bei Zusatz der Fehlingschen Lösung zum Zwecke der Dextrose- 
bestimmung ein flockiger Niederschlag. Dieser besteht aus einer 
Kupfer-Hefegummiverbindung?). Da durch die vorangehende Hydro- 
lyse mit 2,7 proz. HCl wechselnde Mengen von Hefegummi in 3 Stunden 
hydrolysiert werden, läßt sich in diesem Stadium die getrennte Be- 
stimmung von Hefegummi und Glykogen — durch Abfiltrieren des 
Niederschlags — nicht mehr durchführen. Es muß daher das Hefe- 
gummi vor der HCl-Hydrolyse vom Glykogen abgetrennt werden, 
um die Werte der beiden Fraktionen nicht zu verwischen. Die Methode 
gestaltet sich daher folgendermaßen. 

10g frischer Hefe von bekanntem Wassergehalt werden durch 
3 Stunden mit 30 cem 60proz. Kalilauge auf dem Wasserbade erhitzt; 
dann wird mit destilliertem Wasser auf 120 ccm aufgefüllt (15proz. 
Kalilauge) und mit 200 cem 96proz. Alkohols gefällt; den Niederschlag 
läßt man durch 12 Stunden absitzen. Der Alkohol wird durch ein 
Filter abgegossen, der Niederschlag, der aus Glykogen + Hefegumnii 


1) Euler und Myrbäck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 1923. 
2) Salkowski, ebendaselbst 92, 75, 1914. 
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besteht, wird mehrmals mit Alkohol und Äther gewaschen und schließlich 
in etwa 120 ccm heißen Wassers gelöst. Auch das Filter wird mit heißem 
Wasser abgespült und die Lösung in ein großes Spitzglas gebracht. 
Nun fügt man 80 ccm Fehlingscher Lösung hinzu und füllt z. B. auf 
250 ccm auf. Nach Umrühren setzt sich rasch ein flockiger Nieder- 
schlag — die Kupfer-Hefegummiverbindung — ab. Von der über- 
stehenden blauen Flüssigkeit, die das Glykogen enthält und frei von 
Hefegummi ist, werden 125ccm — entsprechend 5g Hefe — in einen 
Erlenmeyerkolben filtriert und zur Glykogenbestimmung verwendet 
(s. diese unten). 


Das Hefegummi kann nun entweder nach Salkowski bestimmt 
werden — das ist: Lösen der Cu-Hefegummiverbindung in Salzsäure, 
Fällen mit Alkohol, Wägen — oder es wird einfacher die Cu-Hefe- 
gummiverbindung gewogen, wodurch man zweifellos zu hohe Werte 
bekommt, ` doch genügt diese Art der Bestimmung für Vergleichswerte, 
wie sie in der vorliegenden Arbeit benötigt wurden, vollkommen. 
Man muß bei dieser Art der Bestimmung nur darauf achten, daß die 
überschüssige Fehlingsche Lösung restlos entfernt wird. Dies wird 
am besten dadurch erreicht, daß man in das Spitzglas nach Abgießen 
der glykogenhaltigen blauen Flüssigkeit destilliertes Wasser nachfüllt, 
gut umrührt und absitzen läßt. Dieses Verfahren wird so lange wieder- 
holt, bis die überstehende Flüssigkeit keine Spur einer Blaufärbung 
mehr zeigt. Die Flüssigkeit wird nun abgegossen, die Fällung in eine 
gewogene Schale gebracht und bei 110° getrocknet, dann gewogen. 

In dem nach Entfernung des Hefegummis erhaltenen kupfer- 
haltigen Filtrat wurde nun die Glykogenbestimmung durchgeführt. 


Dieser Weg zur Bestimmung des Hefeglykogens ist bereits von Salkowski 
eingeschlagen worden, die Versuche wurden aber wieder aufgegeben, weil 
Salkowski annahm, daß in dem kupferhaltigen Filtrate neben Glykogen auch 
eine aus den Zellwänden stammende Erythrocellulose enthalten sei. Auf 
diese noch zweifelhafte Unterscheidung wurde in vorliegender Arbeit, bei 
der es nur auf Vergleichswerte ankam, nicht eingegangen. 

Von sonstigen Glykogenbestimmungsmethoden wurde die Pflügersche 
Methode bereits erwähnt und gesagt, daß sie ohne Beseitigung des Hefe- 
gummis nicht angewandt werden kann. Dasselbe gilt von der etwas modi- 
fizierten Methode von Schönfeld und Krampf?). 


In letzter Zeit wurde von Paul Mayer?) ein Verfahren der quantitativen 
Glykogenbestimmung ausgearbeitet, das diesen Mängeln Rechnung trägt 
und auf Ausfällung des Glykogens durch Ammoniumsulfat beruht. Diese 
Methode nimmt aber mehr Zeit in Anspruch und ist, wenn gleichzeitig 
Kohlehydratbestimmungen nach Bertrand gemacht werden müssen, wegen 
der geforderten Zuckerbestimmung nach Pavy etwas umständlich. 


1) Schönfeld und Krampf, Wochenschr. f. Brauerei 28, 1911. 
2) P. Mayer, diese Zeitschr. 186, 1923. 
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In dem oben angeführten Beispiel wurden 125ccm des kupfer- 
haltigen Filtrats für die Glykogenbestimmung reserviert. Es war 
nun im voraus nicht feststehend, daß die Entfernung des Kupfers 
durch Schwefelwasserstoff, durch welchen Vorgang das Verfahren 
wieder kompliziert worden wäre, unbedingt notwendig sei. 


Um zu prüfen, ob die Gegenwart von Kupfersulfat oder Seignettesalz 
die Hydrolyse oder die Zuckerbestimmung nach Bertrand beeinflußt, 
wurden folgende Versuche angestellt: 


L Zu zwei Proben von 0,5 g nicht wasserfreier Stärke wurden je 8 ccm 
konzentrierter Salzsäure zugesetzt; zu einer Probe wurden nun 2g Kupfer- 
sulfat und 1g Seignettesalz zugefügt, beide Proben wurden dann mit 
destilliertem Wasser auf 100 cem aufgefüllt. Nach dreistündiger Hydrolyse 
wurden je 29 ccm der Lösung neutralisiert und die Glucosebestimmung 
nach Bertrand durchgeführt. Es wurden — auf 100 ccm bezogen — folgende 
Werte gefunden: 


Probe ohne Zusatz von Kupfersulfat und Seignettesalz 0,45 Proz. 
LEI mit 33 LE 29 H 39 0,47 LE 


Die Differenz liegt innerhalb der Fehlergrenze ; es übte also die Gegenwart 
der Fehlingschen Lösung keinen störenden Einfluß auf die Hydrolyse und 
Glucosebestimmung aus. 


2. Da sich nun bei Anwendung dieser Methode auf die Bestimmung des 
Hefeglykogens herausstellte, daß das Volumen der hydrolysierten und 
neutralisierten Flüssigkeit für die Bertrandsche Bestimmung zu groß war, 
mußte erst geprüft werden, ob das Eindampfen in Gegenwart von Kupfer- 
sulfat und Seignettesalz die Zuckerwerte nicht beeinflusse. Zu diesem Zwecke 
wurden drei Proben von je 0,5g Stärke mit 8ccm HCl versetzt und zu 
zwei Proben je 2g Kupfersulfat und 2g Seignettesalz zugefügt. Alle drei 
Proben wurden auf 100 cem aufgefüllt und drei Stunden auf dem Wasserbade 
erhitzt, dann neutralisiert. In zwei Proben wurde sofort der Zucker nach 
Bertrand bestimmt, während eine der kupferhaltigen Proben zunächst auf 
20 ccm eingeengt und dann erst der Zuckergehalt bestimmt wurde. Es 
wurden — auf 100 ccm bezogen — folgende Werte gefunden: 


Probe ohne Zusatz von Kupfersulfat und Seignettesalz 0,40 Proz. 
vn mit Zusatz von Kupfersulfat und Seignettesalz 


nicht eingeengt . . » .» 2: 2 2 2 2 2 2 l 0,39 „ 
Probe mit Zusatz von Kupfersulfst und Seignettesalz 
eingeengt : e e 2 u nen ee 0,42 „, 


Auch das Einengen in Gegenwart von Fehlingscher Lösung übt also 
keinen schädlichen Einfluß auf die Zuckerbestimmung aus. 


125 ccm des kupferhaltigen Filtrats wurden neutralisiert, mit 
konzentrierter Salzsäure auf einen Säuregehalt von 2,7 Proz. gebracht 
und 3 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. Die Flüssigkeit wurde 
dann in eine Porzellanschale gebracht, neutralisiert und auf etwa 
20 ccm eingeengt. Die restliche grüne Flüssigkeit wurde nun in ein 
Kölbchen filtriert; es wurde mit möglichst wenig destilliertem Wasser 
nachgewaschen und nun Glucose nach Bertrand bestimmt. Die auf 
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diese Weise an käuflicher, frischer Hefe gefundenen Werte bewegten 
sich — auf Trockensubstanz bezogen — zwischen 2 und 4 Proz. (auch 
die Werte von P. Mayer, l.c., bewegten sich um 3 Proz.). 


II. Mästung und Selbstgärung im Luftstrome. 

Zum Zwecke der Mästung wurde eine gewogene Menge der ursprüng- 
lichen Hefe in destilliertem Wasser suspendiert und eine bestimmte 
Menge Dextrose zugesetzt. Die Suspension wurde dann in einen Kolben 
übergeführt, der die Durchleitung von Luft ermöglichte und am 
Schüttelapparate!) befestigt wurde. 


Bei den Selbstgärungsversuchen wurde durch eine Suspension 
von Hefezellen in destilliertem Wasser unter Schütteln Luft durch- 
geleitet. 


Versuche. 


1. Versuch. 
(Verhalten des Glykogens in gemästeter Hefe.) 


A. Ursprüngliche Hefe. 


Durch Erhitzen im Trockenschranke wurde eine gewogene Hefemenge 
wasserfrei gemacht, wieder gewogen und damit ihr Gehalt an Trocken- 
substanz bestimmt. Trockensubstanzgehalt 29,4 Proz. 

Glykogenbestimmung: Die Ausführung siehe unter Methodik. Die 
Berechnung gestaltet sich für dieses Beispiel folgendermaßen: Das ver- 
brauchte Kaliumpermanganat entsprach 80,0 mg Kupfer, das sind 41,4 mg 
Dextrose. l 

In 5g der ursprünglichen Hefe waren demnach 41,1 mg Glykogen 
(ausgedrückt durch das Gewicht des durch Hydrolyse entstandenen Zuckers). 

In 100 g daher 828 mg, das sind, bezogen auf Trockenhefe (siehe Trocken- 
substanzbestimmung), 0,828 . 3,4 = 2,8g. 

Der Glykogengehalt der ursprünglichen Hefe betrug demnach 2,8 Proz. 
(bezogen auf Trockenhefe). 


B. Gemästete Hefe. 


25 g der ursprünglichen Hefe wurden in 250 ccm destillierten Wassers 
suspendiert, dann wurden 10g Traubenzucker hinzugefügt. Es wurde 
6 Stunden unter Luftdurchleitung geschüttelt, über Nacht stehengelassen 
und am nächsten Tage wieder 12 Stunden geschüttelt. Dann wurde die 
Suspensionsflüssigkeit abgenutscht und wieder der Trockensubstanzgehalt 
der Hefe bestimmt. Das Glykogen wurde in derselben Weise wie das der 
ursprünglichen Hefe bestimmt und ergab einen Wert von 5,4 Proz., Parallel- 
versuch 5,82 Proz. 


Bei der Glykogenbestimmung der gemästeten Hefe zeigte sich, 
abgesehen von dem verschiedenen Verbrauch an Kaliumpermanganat, 
noch eine Abweichung. Beim Zufügen der Fehlingschen Lösung zum 


1) Angaben über die Apparatur siehe Fürth und Lieben, diese Zeitschr. 
128, 158, 1922; Lundin, ebendaselbst 141, 312, 1923. 
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Zwecke der Zuckerbestimmung nach Bertrand nahm die zuckerhaltige 
Lösung anstatt der normalen dunkelblauen Farbe eine gelblichgrüne 
Verfärbung an; gleichzeitig trübte sich die Flüssigkeit. Ich beachtete 
diese Erscheinung, die ich mir nicht erklären konnte, zunächst nicht, 
zumal sich die Bertrandbestimmung glatt durchführen ließ, ohne daß 
auf dem Goochtiegel ein Niederschlag zurückblieb. Erst als sich bei 
dem Parallelversuch und bei den weiteren Glykogenbestimmungen an 
gemästeter Hefe dieselbe Verfärbung und Trübung zeigte, sah ich mich 
gezwungen, dieses abweichende Verhalten näher zu untersuchen (siehe 
Versuch 3). 


Dieser erste Versuch zeigte demnach, daß bei der Mästung das 
Glykogen ziemlich beträchtlich zunimmt, obwohl die zur Verfügung 
stehende Kohlehydratmenge hier verhältnismäßig gering war (10g 
Dextrose auf 25g Hefe). Trotzdem beträgt die Zunahme 2,6 Proz. der 
Trockensubstanz, das sind 92,8 Proz. des in der ursprünglichen Hefe 
vorhandenen Glykogens. 


Das Glykogen gehört zu den mit 2,7proz. Salzsäure hydrolysier- 
baren Kohlehydraten. Es war nun von Interesse festzustellen, ob die 
bei der Mast der Hefezellen eintretende Zunahme der leicht hydro- 
lysierbaren Kohlehydrate mit der Glykogenzunahme identisch sei. 
Zur Beantwortung dieser Frage diente der folgende Versuch. 


2. Versuch. 
(Verhalten von Glykogen und leicht hydrolysierbaren Kohlehydraten 
bei gemästeter Hefe.) 


A. Ursprüngliche Hefe. 


1. Glykogen: Das Glykogen wurde in derselben Weise wie im ersten 
Versuche bestimmt. Zwei Parallelbestimmungen ergaben Werte von 
3 und 3,4 Proz., das sind im Mittel: Glykogen 8,2 Proz. (bezogen auf 
Trockenhefe). 


2. Leicht hydrolysierbare Kohlehydrate | Bestimmung nach O. Löwi ')). 
10 g ursprünglicher Hefe wurden mit 100 cem 2,7 proz. HC] durch 3 Stunden 
am Wasserbade erhitzt; das Hydrolysat wurde auf 200 ccm aufgefüllt, 
filtriert, und vom Filtrate wurden 40 ccm (entsprechend 2g Hefe) neu- 
tralisiert und zur Eiweißfällung mit 30 ccm 30proz. Quecksilberacetat 
versetzt. Dann wurde auf 130 cem aufgefüllt, filtriert und zur Entfernung 
des überschüssigen Quecksilbers Schwefelwasserstoff durchgeleitet. Aus 
dem Filtrat wurde schließlich der überschüssige Schwefelwasserstoff durch 
einen Luftstrom entfernt. Die Zuckerbestimmung nach Bertrand ergab in 
65 ccm (entsprechend 1g Hefe) einen Wert von 61,9 mg, d.h. 6,19 Proz. 
der ursprünglichen Hefe; bezogen auf Trockensubstanz (die diesbezügliche 
Bestimmung ergab 26,5 Proz.), gibt dies einen Wert von 23,5 Proz. Eine 
Kontrollbestimmung ergab 23,9 Proz. Leicht hydrolysierbares Kohlehydrat 
demnach im Mittel 28,7 Proz. 








1) O. Löwi, Therapeut. Monatshefte, 32. Jahrg., 1918, S. 350. 
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B. Gemästete Hefe. 


Die ursprüngliche Hefe wurde, um die Ausschläge deutlicher zu machen, 
einer intensiveren Mästung unterworfen als die Hefe in den übrigen Versuchen. 
50 g Hefe wurden mit 50 g Dextrose in 500 ccm destillierten Wassers durch 
12 Stunden im Luftstrome geschüttelt. 


1]. Glykogen . =... u ae - . . 10,6 Proz. 
Kontrollbestimmung . . . . 2 2 2220. 10,6 ,, 

2. Leicht hydrolysierbare Kohlehydrate . . . 41,5 „ 
Kontrollbestimmung . . . s. ss 2 2.2.0. 41, „ 


Das Glykogen hatte also um 7,4 Proz., die Summe der leicht hydro- 
lysierbaren Kohlehydrate um 17,8 Proz. zugenommen. Es mußte dem- 
nach neben dem Glykogen noch ein leicht hydrolysierbares Kohlehydrat, 
das bei der Mästung der Hefe sich vermehrte, vorhanden sein. Da be- 
kanntlich das Hefegummi durch 2,7proz. HCl teilweise hydrolysiert 
wird, wurde in den folgenden Versuchen auch dessen Verhalten in die 
Untersuchung mit einbezogen. Da aber das Hefegummi nur teilweise 
durch die Salzsäure angegriffen wird, ist es nicht ohne weiteres zu den 
leicht hydrolysierbaren Kohlehydraten zu rechnen; daher wurden diese 
in den folgenden Versuchen nicht mehr mitbestimmt. 


3. Versuch. 
(Verhalten von Glykogen und Hefegummi bei gemästeter Hefe.) 


A. Ursprüngliche Hefe. 

1. Glykogen 1,8 Proz. 

2. Die Hefegummibestimmung wurde schon oben (s. Methodik) ein 
gehend beschrieben, hier sei nur eine Berechnung als Beispiel durchgeführt. 
Das ausgefällte Hefegummi entspricht in obigem wie in diesem Beispiele 
10 g ursprünglicher Hefe. Das Gewicht der getrockneten Kupfer-Hefegummi- 
verbindung betrug 0,5524 g; 100g entsprechen daher 5,524g. Da die 
gleichzeitig durchgeführte Trockensubstanzbestimmung einen Wert von 
27 Proz. ergab, ist, wenn man den Kupfer- Hefegummigehalt auf Trockenhefe 
beziehen will, der Wert 5,524 mit 3,7 zu multiplizieren. Cu-Hefegummi!) 
20,2 Proz. 

B. Gemästete Hefe. 


80 g der ursprünglichen Hefe wurden in 800 ccm destillierten Wassers 
suspendiert und 30 g Dextrose zugefügt. Es wurde 6 Stunden geschüttelt, 
über Nacht stehengelassen und am nächsten Tage wieder 6 Stunden ge- 
schüttelt. 


1. Glykogen . . . » 2 2 2.2020. 7,0 Proz. 
2. Cu-Hefegummi . . .... Ze . 26,2 . 
Die Glykogenzunahme betrug also in diesem Versuch 5,2 Proz. 
der ursprünglichen Trockenhefe, das sind 288 Proz. des ursprünglichen 
Glykogens. Die absolute Zunahme des Cu-Hefegummis betrug 6 Proz., 





1) Einige Kupferbestimmungen ergaben, daß das Cu-Hefegummi im 
Durchschnitt etwa 10 Proz. Cu enthält. 
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Bei der Glykogenbestimmung an der gemästeten Hefe wiederholte 
sich nun die bereits im ersten Versuch erwähnte Erscheinung; es ent- 
stand auf Zufügen der Fehlingschen Lösung zu der hydrolysierten 
Glykogenfraktion eine gelbgrünliche Verfärbung und Trübung. Es 
wurde nun versucht, die Lösung von diesem Niederschlage zu befreien; 
zu diesem Zwecke wurde sie durch einen Goochtiegel filtriert. Tat- 
sächlich ging die Flüssigkeit klar und in typischer Weise blau gefärbt 
durch den Goochtiegel durch!), während auf dem Asbest ein gelbroter 
Niederschlag zurückblieb. Dieser Niederschlag verhielt sich gegen die 
Ferrisulfat-Schwefelsäureflüssigkeit wie Kupferoxydul, d. h. er löste 
sich darin glatt, die abfiltrierte Flüssigkeit reduzierte Kaliumper- 
manganat, und in der titrierten Flüssigkeit wurde das Kupfer nach- 
gewiesen. Es handelt sich bei diesem gelbgrünen Niederschlag demnach 
um eine Fehlingsche Reduktion in der Kälte, hervorgerufen durch 
eine stark reduzierende Substanz, die in geringer Menge neben der 
gewöhnlichen Dextrose bei der Hydrolyse der Glykogenfraktion ent- 
steht. Diese stark reduzierende Verbindung kann keine von den 
flüchtigen Verbindungen sein, die Fehlingsche Lösung bereits in der 
Kälte reduzieren, da diese durch die Hydrolyse und das Eindampfen 
schon entfernt worden wären; möglicherweise könnte es sich um eine 
Triose (Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton) handeln. Diese Verbindung 
läßt sich durch die früher angegebene Reduktion von Fehlingscher 
Lösung und Titration mit Kaliumpermanganat quantitativ bestimmen 
und betrug im vorliegenden Versuch 0,59 Proz. der Trockensubstanz. 

In einem anderen Versuch, der zu anderen Zwecken durchgeführt 
wurde, betrug die stark reduzierende Substanz bei gemästeter Hefe 
übereinstimmend an zwei Parallelversuchen 0,75 Proz. 

Zusammenfassend läßt sich demnach sagen: Bei der Mästung der 
Hefe entsteht unter anderem in geringer Menge ein Kohlehydrat, das 
durch Hydrolyse mit 60proz. Kalilauge nicht zerstört wird, durch 
Alkohol fällbar und in heißem Wasser löslich ist; es wird durch Fehling- 
sche Lösung nicht gefällt, verhält sich demnach wie das Glykogen. 
Es geht aber nach Hydrolyse nicht in Dextrose über, sondern bildet 
die oben beschriebene stark reduzierende Verbindung. Diese darf 
nicht mit den als Zwischenprodukte der Gärung beschriebenen Triosen usw. 
verwechselt werden, sondern entsteht erst durch Hydrolyse aus einer höheren 
Verbindung, die wahrscheinlich gleich dem Glykogen und Hefegumm: 
ein Reservekohlehydrat darstellt. 

In den Versuchen 1 und 4 wurde der in der Kälte entstandene 
Kupferoxydulniederschlag nicht abfiltriert, sondern gemeinsam mit 


1) Die im Filtrat vorgenommene Bertrandbestimmung ergab die oben 
angegebenen 7,0 Proz. 
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dem beim Kochen entstandenen bestimmt. Die Glykogenwerte stellen 
demnach in diesen Versuchen die Summe Glykogen + stark redu- 
zierendes Kohlehydrat dar. 
4. Versuch. 
(Parallelversuch zum dritten Versuche.) 
A. Ursprüngliche Hefe. 


l. Glykogen . 2.2.2: 25% 2,85 Proz. 

2. Cu-Hefegummi . e 156 , 
B. Gemästete Hefe. 

1. Glykogen . =...» 2 IER e 5,82 Proz. 

2. Cu-Hefegummi . . . 2.2...» 24,4 , 


Glykogenzunahme 2,4 Proz. (bzw. 84 Proz. des ursprünglichen Glykogens). 
Cu-Hefegummizunahme 8,8 Proz. (bzw. 56 Proz. des ursprünglichen 
Hefegummis). 
ö. Versuch. 
(Verhalten von Glykogen und Hefegummi bei der Selbstgärung der Hefe.) 
Bei diesem Versuche wurde als Ausgangsmaterial ein Teil der in Versuch 3 
gemästeten Hefe verwendet. 


A. Gemästete Hefe. 
1. Glykogen e s e u:2 Su 2 wm R 9 7,0 Proz. 
2. Cu-Hefegummi . . . . 2.2... 26,2 ai 
3. Stark reduzierende Substanz . . . 0,59 „ 


B. Der Selbstgärung unterworfene Hefe. 


60 g der gemästeten Hefe wurden in 600 g destillierten Wassers sus- 
pendiert und im Luftstrom geschüttelt; Versuchsdauer 6 Stunden geschüttelt, 
über Nacht stehengelassen, am nächsten Tage 12 Stunden geschüttelt. 


1. Glykogen . . & # 24 2% 2 u IN 4,6 Proz. 
2. Hefegummi . . s. <... 23,5 „ 
3. Stark reduzierende Substanz . . . 0 Sé 


Bei der Selbstgärung nahm demnach das Glykogen gegenüber 
der gemästeten Hefe um 2,4 Proz., das Cu-Hefegummi um 2,74 Proz. 
ab; die stark reduzierende Substanz bzw. das Kohlehydrat, aus dem 
sie entsteht, war gänzlich verschwunden. 

6. Versuch. 

Ein Teil der im fünften Versuch erhaltenen Hefe wurde durch 
weitere 24 Stunden geschüttelt; dabei ging der Glykogenwert weiter 
bis auf 2,1 Proz. herunter, während der Hefegummiwert nicht unter 
23,5 Proz. sank. Stark reduzierendes Kohlehydrat war, wie zu erwarten, 
auch in dieser Hefe nicht vorhanden. 


Zusammenfassung. 
1. Sowohl das Glykogen als auch das Hefegummi sind als Reserve- 
kohlehydrate zu betrachten. 
2. Bei Mästung wurde eine Gewichtszunahme des Glykogens (um 
84 bis 288 Proz.) beobachtet. 
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3. Auch das Hefegummi wurde bei der Mästung vermehrt gefunden 
(28,7 bis 56 Proz.), doch war die Zunahme relativ!) geringer als die 
des Glykogens, wenn auch absolut?) bedeutender. 

4. Glykogen und Hefegummi nehmen bei der Selbstgärung ab. 
Auch hier erweist sich das Glykogen als das beweglichere Reserve- 
kohlehydrat. 

5. Bei der Mästung der Hefe entsteht noch ein drittes Reserve- 
kohlehydrat, das sich chemisch ähnlich wie das Glykogen verhält, sich 
von diesem aber dadurch unterscheidet, daß es bei der Hydrolyse mit 
2,7proz. HCl eine Verbindung liefert, welche Fehlingsche Lösung 
schon in der Kälte reduziert. Dieses Kohlehydrat spielt in quantitativer 
Hinsicht nur eine geringe Rolle (1⁄4 bis % Proz. der Trockenhefe). 
Bei der Selbstgärung verschwindet es bald vollständig. 


1) Prozentuale Zunahme gegenüber der ursprünglichen Menge. 
2) Prozentusle Zunahme gegenüber Trockenhefe. 








Über das Verhalten sauerstoffgeschüttelter Hefe 
zu 8-Oxybuttersäure. 


Von 
Josef Marian. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitäts- 
instituts.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


In der vorliegenden Arbeit habe ich mir auf Veranlassung von 
Prof. Fürth die Aufgabe gestellt, den oxydativen Auf- und Abbau der 
ß-Oxybuttersäure wegen ihrer bekannten Bedeutung für die Vorgänge 
des intermediären Stoffwechsels durch sauerstoffgeschüttelte Hefe mit 
Hilfe der von Fürth), Lieben?) und Lundin?) geübten Methode einem 
genaueren Studium zu unterwerfen. 

Zum Studium der Assimilations- und Dissimilationsvorgänge be- 
diente ich mich der seinerzeit von Fürth und Lieben verwendeten 
Apparatur. 

Mit Gaseinleitungs- und Entbindungsröhren armierte Rundkolben 
von 1 Liter Inhalt wurden mit Suspensionen von 50 g frischer Preßhefe 
(aus der Spiritus- und Preßhefefabrik Wolfrum A.-G., Wien) in 500 ccm 
Leitungswasser (Wiener Hochquellenwasser) beschickt und die zu 
prüfende Substanz, also i-ß-Oxybuttersäure®), als Na- oder NH, -Salz 
in genau bestimmter Menge zugesetzt. Zur Kontrolle und zum Vergleich 
mit der Hauptprobe (Versuch A mit Probesubstanz) diente eine Blind- 
probe (Versuch B ohne Probesubstanz), die im übrigen genau wie die 
Hauptprobe behandelt wurde. Die Kolben wurden im Schüttelapparat 
während einer bestimmten Zeit im Luftstrom geschüttelt unter Vor- 
und Nachschaltung von Absorptionsflaschen mit konzentrierter KOH 
bzw. n/5 Ba(OH), zur Bindung der atmosphärischen bzw. der durch 
die Atmungstätigkeit der Hefe freigewordenen Mengen Kohlensäure. 
Durch Bestimmung der Atmungskohlensäure, der Substanzmenge im 


1) Fürth und Lieben, diese Zeitschr. 128, 144, 1922; 182, 165, 1922. 
2) Lieben, ebendaselbst 182, 180, 1922; 185, 240, 1923. 

3) Lundin, ebendaselbst 141, 310, 1923; 142, 454, 1923. 

4) Beilstein, 4. Aufl., [3], S. 307. 
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Hefefiltrat vor und nach dem Schüttelversuch suchte ich in den 
Besitz genauerer Unterlagen für eine Stoffbilanz zu gelangen. 


Literatur. Wegen ihrer Bedeutung für den Diabetes und als Ursache 
der Acidosis ist das Auftreten und Verhalten der 5-Oxybuttersäure im 
Organismus der Gegenstand zahlreicher Untersuchungen geworden, wohin: 
gegen ihr Verhalten gegen Mikroorganismen nur äußerst mangelhaft er- 
forscht wurde. 

Nach Magnus-Levy!) wird ß-Oxybuttersäure im normalen gesunden 
Organismus ständig und vollkommen verbrannt, und zwar wird die d-$-Oxy- 
buttersäure rascher als die l1-ß-Oxybuttersäure zersetzt. Bei der Acidosis 
treten bekanntlich große Mengen freier l--Oxybuttersäure im Harn auf. 
Ihre normale Entstehung im Tierkörper ist noch nicht ganz sichergestellt. 
Wahrscheinlich entsteht sie durch immer fortschreitende Spaltung langer 
C-Atomketten von Fettsäuren; auch die Möglichkeit ihrer Entstehung aus 
Bruchstücken von Kohlehydraten ist in Erwägung gezogen worden. 

Nach Mac Kenzie?) wird die inaktive d-l-$-Oxybuttersäure von 
Aspergillus griseus in d-B-Oxysäure gespalten unter Aufzehrung der links- 
drehenden Komponente. Das NH,-Salz der Säure soll eine brauchbare 
Kohlenstoffquelle für Aspergillus niger sein®). Nach H. Berry und P. Por- 
tier?) bewirken Symbioten-Bakterien, die sich aus den Geweben normaler 
Tiere isolieren lassen und welche, avitaminösen Tieren subkutan oder 
intraperitoneal eingeführt, angeblich die Krankheitssymptome zum Ver- 
schwinden zu bringen vermögen, eine Oxydation der Fettsäuren, indem 
sie nicht nur aus ß-Oxybuttersäure, sondern auch aus Buttersäure Aceton 
bilden sollen. Jung und Müller *) konstatieren die Dekarboxylierung der 
ß-Oxybuttersäuren in nährstofffreien Medien durch Hefe. 

Harry Lundin®) hat in diesem Institute das Verhalten sauerstoff- 
geschüttelter Hefe zu Acetessigsäure geprüft und nimmt eine Assimilierbar- 
keit derselben über Aceton als Zwischenstufe an. 

Schließlich hat C. Neuberg®) zahlreiche biologisch wichtige Verbin- 
dungen auf ihr Verhalten gegen verschiedene ober- und untergärige Hefen 
des Berliner Instituts für Gärungsgewerbe und gegen die Dauerpräparate 
Hefanol, Cymin, in nährstofffreien Medien geprüft und schließt aus der 
Kohlensäureentwicklung unter anderem auf eine Vergärbarkeit der i-$-Oxy- 
buttersäure in Mengen von Spuren bis zu 3 Proz. Auch nimmt er in seinem 
Schema des Zuckerumsatzes der Zelle!) die Oxydierbarkeit der ß-Oxybutter- 
säure zu Acetessigsäure und weiter zu Aceton, CO, und H,O, an. 


1) Magnus-Levy, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 42, 149, 1899; 
Ergebn. d. inn. Med. u. d. Kinderheilk. 1, 367, 1908. Czapek, Beitr. z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 1, 538, 1909. 

2) Mac Kenzie, Journ. of the Chem. Soc. London 81, 1402, 1405; 88, 430. 

3) Bierry und Portier, C. r. d. l’Accad. d. scienc. 166, 963— 966; 166, 
1055 — 1057. 

t) Jung und Müller, Helv. chim. acta 5, 239—243; Chem. Centralbl. 
1922, I, S. 1114. 

5) Harry Lundin, diese Zeitschr. 142, 463ff. 

6) C. Neuberg und A. Hildesheimer, ebendaselbst 81, 170, 1911. 

7) C. Neuberg, Oppenheimers Handb. d. Biochem. der Tiere und des 
Menschen. Ergänzungsband 1913, S. 569; C. Neuberg und L. Tir, diese 
Zeitschr. 82, 323, 1911. 
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Darstellung des Natriumsalzes der ß-Oxybuttersäure. 


Da mir an 8-Oxybuttersäure sehr reicher Harn von Patienten im 
Coma diabeticum nicht zur Verfügung stand, mußte ich die Dar- 
stellung der Verbindung auf dem seinerzeit von Wislicenus!) auf- 
gefundenen Wege — Reduktion von Acetessigsäurediäthylester mit 
Natriumamalgam in wässeriger Lösung — in Angriff nehmen. Auch 
wurde die durch neuere Patente?) scheinbar weiter entwickelte Methode 
von Wurtz?) — Aldolkondensation von Acetaldehyd und Oxydation 
des Aldols mit feuchtem Ag,O — versucht, doch lieferte sie wegen der 
schweren Zugänglichkeit des Aldols für präparative Zwecke nicht ver- 
wertbare Resultate. 

Wegen des Interesses, das eine nähere Beschreibung der von mir 
ein wenig verbesserten Darstellungsmethode beanspruchen dürfte, 
teilen wir sie im folgenden mit: 

In 400 bis 500 ccm H,O wird so viel Aluminiumsulfat gelöst, 
daß die bei der Reduktion entstehende NaOH gebunden wird ; dadurch 
erreicht man eine konstante Neutralität des Reaktionsgemisches und 
verhindert die Esterverseifung. Oder man setzt von Zeit zu Zeit etwas 
HCl zu, ohne gerade anzusäuern. In die auf 0° abgekühlte, mit einem 
Rührwerk ständig in Bewegung gehaltene Lösung trägt man 100g 
frisch destillierten Acetessigesters ein und setzt in Anteilen von 3 bis 5 g 
reinstes 6proz. Natriumamalgam zu. Man wird etwa das 11 fache 
der theoretisch berechneten Menge benötigen. Das Entweichen von 
Wasserstoff, der anfangs lebhaft absorbiert wird, bezeichnet den End- 
punkt der Reaktion. 


Nach der Filtration säuert man mit l0proz. HCl schwach an, 
macht nach einiger Zeit mit Na,CO, alkalisch und verdampft bei 
niedriger Temperatur in einer Vakuumeindampfschale aus einem 
Wasserbade zur Trockne. 

Der Rückstand wird im Luftbade bei möglichst niedriger Tempe- 
ratur getrocknet und mit absolutem Alkohol behufs Trennung von 
wasserlöslichen anorganischen Salzen extrahiert. Die Alkohollösung 
wird wieder im Vakuum konzentriert. Aus der alkoholischen Lösung 
kann man das Natriumsalz mit Äther in kristallinischer Form aus- 
fällen und auf diese Art die Reinigung der Substanz — mit Umgehung 
des von Schaffer?) angegebenen Ca—Zn-Doppelsalzes, falls man nicht 
geradezu Titersubstanzen benötigt — erreichen. 


1) Liebigs Ann. 149, 207. 
| 2) D. R.-P. Nr. 269996 usw. Konsort. f. Elektrochem. Industrie in 
Nürnberg. 

3) Matz, C. r. d. !’Accad. d. scienc. 76, 1167. 

t) Schaffer, Journ. of biol. Chem. 16, 265, 1913/14. 
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Für diesen Zweck dürfte eine zweimalige Umfällung aus absolutem 
Alkohol mit Äther genügen. 

Das nach dem Abfiltrieren im Vakuumtrockenschrank getrocknete 
Produkt darf nur schwach gelblich gefärbt erscheinen und darf der 
Glührückstand keine Cl'-Reaktion geben. 

Wir benötigten für unsere physiologischen Versuche das Na- 
bzw. NH,-Salz der Säure und konnten von der Reinigung über das 
Ca—Zn-Doppelsalz und von einem elementaranalytisch erbrachten 
Reinheitsbeweis Abstand nehmen, um so mehr, als die modernsten 
Methoden zur Bestimmung der ß-Oxybuttersäure noch immer mit 
Fehlern von mindestens 10 Proz. behaftet sind. Wir begnügten uns 
also, den Reinheitsbeweis mit Hilfe derjenigen quantitativen Be- 
stimmungsmethode zu erbringen, die im Laufe der Assimilations- 
versuche zur Anwendung gelangt ist, und überzeugten uns in einem 
besonderen Versuch davon, daß das Produkt keine für die Hefe geradezu 
schädliche gröbere Verunreinigung enthielt. 


Als Methoden zur quantitativen Bestimmung der ß-Oxybuttersäure 
in Körperflüssigkeiten, Harn, Blut, Organextrakten usw. hat man die 
folgenden chemisch-physikalischen Eigenschaften der Verbindung heran- 
zuziehen versucht: 

L Die acidimetrische Titration der freien Säure. 

2. Die Überführbarkeit durch Woasserabspaltung in a-Crotonsäure 
Buten-2-säure-1 und Bestimmung dieser Säure. 

&) auf acidimetrischem Wege, 

b) durch das Bromadditionsverfahren von Pribram!) und Ryffel?). 

3. Die Oxydierbarkeit mit K,Cr,O, und H,SO, zu Aceton, CO, und 
H,O nach Schaffer-Marriot?) und Acetonbestimmung nach Messinger !). 

4. Die optische Aktivität. 

Die Methoden 1 und 4 waren von vornherein unanwendbar, da wir, 
wie schon erwähnt, Salze der Säure zu verwenden hatten bzw. auf syntheti- 
sches, inaktives Material angewiesen waren. Es blieb uns also die Wahl 
nur zwischen den zwei Modifikationen der Crotonsäuremethode und der 
Schafferschen Oxydation mit Chromatschwefelsäure. 

Da nun die Crotonsäuremethode sowohl in bezug auf Oxybuttersäure 
als auf das H,O-abspaltende Mittel, 58- bis 60proz. H,SO, auf eine be- 
stimmte Konzentration eingestellt ist, die wir aus physiologischen Gründen 
nicht einhalten konnten, mußten wir das Verfahren von Schaffer- Marriott 
zur Bestimmung der i-ß-Oxybuttersäure im Hefefiltrate mit den sinn- 
gemäßen Abänderungen anwenden. 

Die neuerdings ausgearbeiteten Methoden zur mikroanalytischen Be- 
stimmung der ß-Oxybuttersäure nach dem Prinzip Schaffers waren für 
unsere Versuchsanordnungen nicht anwendbar. 


1) Pribram, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therapie 10, 279, 1912. 

2) Ryjfel, Journ. of Physiol. 32, 56, 1905; Physiol. Society 56, Mai 1905. 

3) Schaffer, Journ. of biol. Chem. 1908, S. 211: 16, 265, 1913—1914. 
Marriott, ebendaselbst 16, 293, 1913-1914. 

4) Messinger, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 21, 3366, 1888. 
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Das Prinzip der Methode von Schaffer-Marriott. 


Dasselbe beruht, wie eine Durchsicht der vorliegenden Literatur 
lehrt, auf der Oxydation der ß-Oxybuttersäure mit einer verdünnten 
Lösung von K, Cr, O, + H, SO, zu Aceton, CO, und H,O nach folgender 
Bruttogleichung: 


3CH,.CH.OH.CH,COOH + R,Cr,0, +4 HS0, = 3CH,.CO 
.CH, + K850, + Cr, (SO,), +3C0,+7H,0. (1) 
Außer diesem Hauptvorgang verlaufen zwei Nebenreaktionen, 
nämlich: | 
2CH,.CHOH.CH,COONsa + HSO, 
= CH,.CH:CH.COOH + NaSO, + H,O (2) 


und CH,.CO.CH,+20, = CHCOOH +C0,+H,0. (3) 


Diese drei Reaktionen verlaufen nebeneinander und die Menge 
der entstehenden Reaktionsprodukte variiert mit der Änderung 1. der 
Konzentration der H,SO,, 2. der Konzentration der K,Cr,O, derart, 
daß bei Erhöhung der Konzentration an H,SO, und K,Cr,O, die 
Reaktion mehr nach Gleichung (2) und (3) verläuft bzw. (1) nach (3) 
fortgesetzt wird, in verdünnten K,Cr,0, + H,SO,-Lösungen hingegen 
mehr nach Gleichung (1), ohne dabei jemals quantitativ zu werden. 
Das durch allmähliche Oxydation aus ß-Oxybuttersäure gebildete 
Aceton wird abdestilliert, in H,O absorbiert und nach Messinger jodo- 
metrisch bestimmt. 


"2 = 0000986 8 CH,.CO.CH, ... Leem n/10 J. 


Engfeldt!) schlägt die Verwendung von n/100 Jod und n/100 Na,S,0;- 
Lösungen vor, ohne zu beachten, daß durch die stöchiometrische Beziehung 
l cem n/10 J, 0,01269 g J, 0,00096 g CH;,.CO.CH, 
eine ohnehin schon äußerste Genauigkeit der vorhandenen Acetonmengen 
gewährleistet wird. Sein Vorschlag ist um so unverständlicher, als er bei der 
Oxydation des Ca-Zn-Doppelsalzes der ß-Oxybuttersäure nach der Methode 
von Schaffer nur höchstens 68 bis 70 Proz. der theoretisch geforderten 

Acetonmenge vorfindet. 

Da die Abweichungen zweier Parallelbestimmungen unter Beachtung 
größter analytischer Genauigkeit, immer noch 2 bis 3 Proz. betragen, 
dürfte der Vorschlag von Engfeldt, mit empirischen Faktoren zu rechnen, 
die mit Hilfe des Ca-Zn-Doppelsalzes als Urtitersubstenz ermittelt worden 
sind, auch keinen Fortschritt bedeuten. 


In Erwägung aller Tatsachen haben wir uns für die Methode 


Schaffer-Marriott entschieden, die wir in sinngemäßer Anwendung auf 
die Hefefiltrate — wie weiter unten beschrieben — ausführten. 


1) Engfeldt, Beitr. z. Kenntnis der Biochemie der Acetonkörper. Lund 
1920. Gleerupska Universets-Bokhandeln. 
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Prüfung der Methode von Schaffer-Marriott zur Bestimmung von ß-Oxy- 
buttersäure mit synthetisch dargestelltem Na-Salz. 

Von der nach der beschriebenen Methode dargestellten Substanz 
wurde, nach achttägigem Trocknen im Vakuum über H,SO,, eine 
solche Menge eingewogen, daß nach der stöchiometrischen Beziehung 

1CH,.CHOH.CH,COONa = 1(CH,,.CO = 6J 
der Verbrauch von 75ccm einer n/10 J-Lösung zu erwarten war. 

Die für den Einzelversuch erforderliche Menge ß-oxybuttersaures 
Natrium wurde in einem 1 Liter fassenden Fraktionskolben, in dessen 
Stopfen ein graduierter Tropftrichter eingesetzt war, in 500 cem Wasser 
gelöst. Der Gehalt des zugesetzten Oxydationsmittels wurde maß- 
analytisch kontrolliert. Das Oxydationsmittel wurde in dem Maße 
zugesetzt, als die Flüssigkeit abdestillierte. Das Aceton wurde in einer 
Vorlage in 100 cem H,O aufgefangen, die Destillation bis zum Ver- 
schwinden der Jodoformprobe fortgesetzt, was mindestens 3 bis 
4 Stunden in Anspruch nahm. Die Destillationsdauer scheint stark 
von den Abmessungen der Apparatur abhängig zu sein, da verschiedene 
Analytiker 11, bis 14%, Stunden Destillationsdauer für ausreichend 
finden. 

Das Destillat wurde in eine Stöpselflasche gebracht und das Aceton 
nach Messinger bestimmt, nachdem die Reagenzien in jeweiligen Blind- 
versuchen auf ihr Jodbindungsvermögen geprüft worden waren. 


























K | Konz. Konz. AVISE Relativ in 

| Einwage KC HSO Dauer kb Destilla Proz. t ( 

Wak | g ndl Liter Mol pro L Liter Std. cem Be | auf L 
ı | 02247 | ounie | 0153 | 3h50m | 90 oam | 977 
2 0,2179 0,016 0,153 3 30 400 0,215 98,9 
3 0,2060 0,063 0,153 4 00 500 0,198 96,5 
4 1,7460 0,016 0,153 3 30 600 1,782 | 100,9 
6 2,5823 0,016 0,153 4 00 650 2,507 | 99,4 
6 2,3760 0,063 0,153 3 30 600 8 2,352 | 9 | 98.6 
Mittelwert: | 98,6 


Anmerkung. Die Einwagen 1., 2., 3. wurden in 200 ccm Wasser gelöst 
und von dieser Lösung je 20 ccm entsprechend 0,0224, 0,0218, 0,0206 g 
auf 500 ccm im Destillationskolben aufgefüllt und destilliert. 

Die Einwagen 4., 5., 6. wurden in 200 ccm gelöst, davon 20 ccm ent- 
sprechend 0,1 der Einwage destilliert, der Inhalt der Vorlagen auf 1000 cem 
aufgefüllt und je 100 ccm davon enthaltend 0,01 der Einwage der maß- 
analytischen Acetonbestimmung nach Messinger unterworfen. 

Von jeder Einwage wurden mindestens zwei Parallelbestimmungen 
ausgeführt und aus den Resultaten die in der Tabelle eingetragenen Mittel- 
werte abgeleitet. 


Wie obige Versuche zeigen, findet man mit Hilfe der Schafferschen 
Methode als Mittelwert aus sechs Versuchen durchschnittlich 98,6 Proz. 
der verwendeten Substanzmenge wieder. 





Verhalten sauerstoffgeschüttelter Hefe zu GOzvbuttersäure, 287 


Assimilationsversuche. 


Zur Charakterisierung des Verhaltens der Hefe gegen B-Oxybutter- 
säure in nährstofffreien Suspensionen bei reichlicher Gegenwart und 
bei Abwesenheit von Sauerstoff wurden innerhalb jedes einzelnen 
Versuchs folgende Einzelversuche angesetzt: 


A. Hauptprobe mit Zusatz von ß-oxybuttersaurem Natrium oder 
Ammonium; Sauerstoffschüttelung im Luftstrom. 


B. Blindversuch zu A. ohne Zusatz von ß-oxybuttersaurem Natrium, 
mit Sauerstoffschüttelung. 

C. Gewöhnliche Gärungsprobe mit Zusatz von ß-oxybuttersaurem 
Natrium (etwa im Sinne Neubergs) ohne besondere Sauerstoffzufuhr 
ohne Schüttelung. 

D. Dasselbe wie C., doch ohne Zusatz von ß-oxybuttersaurem 
Natrium ohne Sauerstoffschüttelung. 

Anmerkung. Die Proben B. und D. dienten als Blindproben zur Be- 
stimmung des Jodbindungsvermögens der destillierten Filtrate und des 
Einflusses der Sauerstoffschüttelung. Die gefundenen Mengen jod- 
verbrauchender Substanzen wurden als „präformiertes Aceton“ berechnet, 
auf B-oxybuttersaures Na bezogen und von dem Befund der Hauptproben A. 


und C. in Abzug gebracht. 

Diese Mengen wurden in der Tabelle der Übersichtlichkeit halber nicht 
verzeichnet, an sich sind sie ganz gering; doch ist unter den angeführten 
Mengen immer das jodometrisch gefundene ß-oxybuttersaure Natrium 
abzüglich derjenigen Menge zu verstehen, die aus dem präformierten 
Aceton resultiert. 

Versuch 1. 

A. 50g frische Preßhefe und 500 cem Leitungswasser, enthaltend 
2,085 g ß-oxybuttersaures Natrium, wurden im Schüttelkolben im 
CO,-freien Luftstrom geschüttelt. 

Dauer: 8 Stunden. Temperatur 17 bis 21°C. 

Reaktion vor und nach dem Versuch gegen Lackmus neutral. 

Nach 8 Stunden wurden die Kolben in Verbindung mit den 
Ba(OH),-Vorlagen, geschützt gegen das Eintreten der atmosphärischen 
Kohlensäure, 12 Stunden stehengelassen, am nächsten Tage die Atmungs- 
kohlensäure durch Titration mit n/5 HCl nach CL Winkler bestimmt. 

Gefundene CO,: 1,36 g. 

Dann wurde der Kolbeninhalt mit 5ccm 18proz. H,PO, zur 
Austreibung der eventuell bei der Decarboxylierung als NaHCO, 
oder Na,CO, zurückgehaltenen CO, angesäuert und nochmals 3 Stunden 
im Luftstrom geschüttelt. 

Gefundene CO,: 0,32 g. 

B. Blindprobe wie A., ohne ß-oxybuttersaures Natrium. 

Gefundene C 0.-: 1,30 g. 

Nach dem Ansäuern gefundene CO,: 0,34 g. 

19* 
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C. Gewöhnliche Gärungsprobe, 50g Hefe, 500 eem Leitungs- 
wasser, enthaltend 2,68g ß-oxybuttersaures Natrium. Die Hefe wurde 
durch Schütteln gut verteilt und dieselbe Zeit. neben dem Schüttel- 
kolben stehen gelassen. 

D. Wie C., ohne Substanzzusatz, nicht geschüttelt. 

Die Suspensionen wurden gleichzeitig über Kieselgur und gehärtete 
Filter filtriert und im Filtrat Bestinnmungen nach Schaffer ausgeführt. 

Nach Abrechnung des präformierten Acetons betrug im Filtrat 
das ß-oxybuttersaure Natrium, bezogen auf die jeweilige Einwage, in: 

A. 2.085g, nach dem Versuch EES 2,005 g, entsprechend 
96,2 Proz. der angewandten Menge; 

C. 2,680 g, nach dem Versuch seinen. 2,607 g, entsprechend 
97,3 Proz. der angewandten Menge. 


Versuch 2. 


Wie Versuch 1, nur betrug die Einwage an ß-oxybuttersaurem 
Natrium bei Versuch: 

A. 4,32g, nach dem Versuch gefunden 3,93g, entsprechend 
91,4 Proz. der angewandten Menge. 

C. 5,64g, nach dem Versuch gefunden 5,24g, entsprechend 
93,3 Proz. der angewandten Menge. 

CO,: in A u. B gleich. 

Versuch 3. 

Mit dem NH. Salz der B-Oxybuttersäure. 

Einwage für Versuch A. 2,768g NH,-Salz, nach dem Versuch 
gefunden 2,60 g = 94,3 Proz. 

Einwage für Versuch C. 1,927g NH,-Salz, nach dem Versuch 
gefunden 1,82g = 94,9 Proz. 

CO, in A und B gleich. Zu den Versuchen wurde Kahlbaum sches 
Produkt verwendet. 

Der Gehalt des Kahlbaumschen Präparats wurde nach der Neutra- 
lisation nach Schaffer- Messinger bestimmt. 

Eine Oxydation zu Aceessigsäure findet nicht statt, da diese, 
wenn sie auftreten sollte, nach Lundin unter den herrschenden Be- 
dingungen stark angegriffen und wahrscheinlich über Aceton als 
Zwischenstufe assimiliert würde, wodurch ein Manko an ß-Oxybutter- 
säure festzustellen wäre. 

Auch konnten wir in keiner Phase des Versuchs weder im Filtrat 
noch in den Vorlagen Aceton nachweisen. 

Das bei etwaiger Decarboxylierung der ß-Oxybuttersäure sich 
bildende NaHCO, oder Na,CO, könnte für die Spaltung der B-Oxy- 
buttersäure nicht hinderlich sein, da bereits eine bestimmte Menge 
Alkalicarbonat gebildet werden muß, bevor die Hefe effektiv geschädigt 
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wird. Auch hat Lundin eine Zerstörung von Acetessigsäure ohne Fest- 
haltung der Weasserstoffionenkonzentration durch Puffermischungen 
feststellen können. 

Zusammenfassung. 


Als Resultate unserer Versuche über die oxydative Spaltung des 
Na- und NH. Salzen der 8-Oxybuttersäure durch die Hefe können 
wir folgendes feststellen: 

Unter den besagten Versuchsbedingungen, unter welchen Milch- 
säure, Brenztraubensäure, Acetessigsäure, also eine &-Oxy- bzw. eine 
«- und ß-Ketocarbonsäure ausgiebig oxydiert, assimiliert oder de- 
carboxyliert wird, konnten wir mit Hilfe der heutigen analytischen 
Methoden (da sich die Fehlbeträge in obigen Versuchen zwischen 
2,7 bis 10,2 Proz. bewegen, wir aber die Fehlergrenzen der Methode 
mit 10 Proz. als nicht zu weit einschätzen zu müssen glauben) nicht 
die Überzeugung gewinnen, daß eine tatsächliche Assimilation oder 
Oxydation der ß-Oxybuttersäure bei reichlicher Gegenwart oder bei 
Abwesenheit von Sauerstoff stattgefunden habe. 

Daß ein so geringer Unterschied in der Konstitution, wie ihn die 
Acetessigsäure und f-Oxybuttersäure aufweist, eine derartig ver- 
schiedene Angreifbarkeit durch die Hefe bedingen sollte, ist um so 
auffallender, als bekanntlich im tierischen Organismus große, durch 
Spaltung von hohen Fettsäuren entstehende Mengen von B-Oxybutter- 
säure oxydiert werden. Daß Acetessigsäure durch sauerstoffgeschüttelte 
Hefe angegriffen wird, hat Harry Lundin durch eingehende Versuche 
in diesem Institut dargetan. 

Es erscheint aber nicht ausgeschlossen, daß eine Verfeinerung 
der analytischen Methoden zur Bestimmung der ß-Oxybuttersäure eine 
geringfügige Angreifbarkeit und Assimilierbarkeit insbesondere einer 
optisch aktiven Komponente der racemischen Säure feststellen könnte. 


Schlußbemerkung. 


Angesichts des engen Zusammenhanges der 1-ß-Oxybuttersäure mit 
Aceton hatten wir ursprünglich die Absicht gehabt, durch Versuche 
darüber ins klare zu kommen, ob sauerstoffgeschüttelte Hefe imstande 
ist, Aceton zu assimilieren, wodurch die diesbezüglichen Arbeiten — im 
Verein mit den schon erwähnten Untersuchungen H. Lundins über die 
Acetessigsäure — über die ‚„‚Acetonkörper‘‘ zum Abschluß gelangt wären. 

Leider sind die diesbezüglichen in Angriff genommenen Versuche 
bisher an dem Umstande gescheitert, daß sich die zur quantitativen Be- 
stimmung des Acetons zur Verfügung stehenden Methoden für unsere 
Versuchsanordnung als nicht anwendbar erwiesen haben. 


Die Assimilation des Glycerins durch sauerstoffgeschüttelte Hefe. 


Von 


Josef Marian. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitäts- 
instituts.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


Im Betriebsstoffwechsel der Organismen sind die Zuckerarten in 
erster Reihe sowohl beim aeroben Leben unter Oxydation durch den 
atmosphärischen Sauerstoff, als auch bei der anaeroben Spaltung zur 
Gewinnung von Betriebsenergie geeignet, und zwar stellt sich immer 
mehr heraus, daß dies auch für die höheren Organismen in weitem 
Umfange gilt. 

Die Zuckerarten gehören zu den sauerstoffreichsten Kohlenstoff 
verbindungen, welche Bedeutung für die Biochemie besitzen, und 
werden bereits durch gelinde Oxydation in einfachere Verbindungen 
unter Freiwerden von Betriebsenergie aufgespalten. 

Auf der Linie des Kohlehydrat-Auf- und -Abbaues gelegen, in 
mannigfaltigster Weise mit dem Problem der alkoholischen Gärung 
verknüpft, beansprucht das Glycerin und die bei dessen Verarbeitung 
durch die Zelle entstehenden Stoffwechselprodukte für das Verständnis 
des biologischen Kohlehydratumsatzes eine besondere Bedeutung. 

Vor kurzem ist in diesem Institut das Verhalten einiger biologisch 
besonders interessanter Verbindungen, von denen als wichtigste nur 
Milchsäure, Brenztraubensäure, Glucose, Äthylalkohol, Acetessigsäure 
und ß-Oxybuttersäure zu nennen sind, zu sauerstoffgeschüttelter Hefe 
vom Standpunkt der Energiewandlungen studiert worden. 

Alle Untersuchungen, die Assimilations- und Dissimilations- 
vorgänge der Hefe betreffend, wurden in der Voraussetzung ausgeführt. 
daß eine genaue Kenntnis der physiko-chemischen und biologischen 
Bedingungen dieser relativ einfacheren vitalen Äußerungen der isolierten 
Hefezelle vielleicht einem vertieften Verständnis des Stoffumsatzes in 
höheren Organismen zugute kommen könnte. 
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In den vorliegenden Versuchen habe ich mich bemüht, festzustellen 
— in Anlehnung an die Arbeiten von Fürth), Lieben?) und Lundin?) —, 
wie sich zu einer Suspension von Hefe in Wasser direkt zugesetztes 
Glycerin verhält, einerseits wenn nur der Luftsauerstoff zu den Versuchs- 
suspensionen Zutritt hat, und andererseits, wenn eine Luft- bzw. Sauer- 
stoffschüttelung vorgenommen wird. 


Das Studium der oxydativen Spaltung des Glycerins durch die 
Oxydasen des lebenden Hefeplasmas bei konstanter Zellenzahl ohne 
Anwesenheit einer verwertbaren Stickstoffquelle dürfte um so mehr 
begründet erscheinen, als sich die einschlägigen Untersuchungen mehr 
mit dem Ursprung und dem Verhalten des Glycerins in den verschiedenen 
Phasen und unter wechselnden Bedingungen der alkoholischen Gärung 
befassen, weniger aber mit seiner Desintegrierbarkeit und Assimilier- 
barkeit durch die Hefe. 


Literatur. 
A. Alkoholische Gärung. 


Es kann nicht Aufgabe dieser Ausführungen sein, die außerordentlich 
umfangreiche Literatur über das Auftreten des Glycerins bei der alkoholischen 
Gärung wiederzugeben. Es dürfte vielmehr genügen, auf einige Haupt- 
punkte hinzuweisen. 


Der Nachweis des Glycerins in den Gärsubstraten rührt von Pasteur +) 
her. Das Auftreten des Glycerins bei der Autolyse ist von Boussingault 51 
und L. v. Udranszky®) nachgewiesen worden. Buchner und Meisenheimer?) . 
beschäftigten sich mit dem Auftreten des Glycerins in Hefepreßsäften ; 
Oppenheimer?) vermochte die Bildung von Glycerin im Mazerationssaft 
aus zugesetztem Dioxyaceton und Glucose nachzuweisen. 


Nach Müller-Thurgau?) hat Lüftung des Gärgutes eine ansehnliche 
Glycerinbildung zur Folge. Die stark schwankenden Beziehungen zwischen 
Zucker- und Glyceringehalt sind von Laborde!?) genauest studiert worden. 
Seifert und Reisch!!) konstatierten die Bildung größter Glycerinmengen 
zur Zeit der intensivsten Gärung, während zum Schluß der Gärung eine 
Abnahme feststellbar war. 


1) Fürth und Lieben, diese Zeitschr. 128, 144, 1922; 182, 165, 1922.- 

2) Lieben, ebendaselbst 182, 180, 1922; 185, 240, 1923. 

3) Harry Lundin, ebendaselbst 141, 310ff., 1923, 142, 454ff., 1923.. 

4) L. Pasteur, Ann. de chem. et de physique, 3. F., 57, 323, 1859. 

5) Boussingault, ebendaselbst, 5. F., 22, 98, 1881. 

81 L. v. Udranszky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 549, 1889. 

71 Buchner und Meisenheimer, Ber. a. d. chem. Ges. 48, 1782, 1910. 

8) Oppenheimer, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 63, 1914. 

9) Müller-Thurgau, Ber. über d. Generalversammlung des deutschen 
Weinbauvereins in Geisenheim 1884, S. 61. 

10) J. Laborde, C. r. d. 1V’Accad. d. scienc. 129, 344 — 347, 1889. 

11) H. Seifert und Reisch Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenkunde, II, 12, 
74—84, 1906/7. 
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Von besonderer Bedeutung erscheinen jedoch die Arbeiten von 
C. Neuberg‘), der, wie bekannt, der klassischen Gärungsgleichung eine 
zweite und dritte Gärungsformel 
Ca Hs 0: = CH,.CHO + C,H,0O, + CO, (2) 
2 Ca H1206 + H,O = CH,.COOH + C,H,OH + 2 CHO; + 2 CO, (3) 
an die Seite gestellt und so die wichtige Bedeutung des Glycerins im 
Kohlehydratstoffwechsel zur @ewißheit erhoben hat. 


B. Verhalten von Mikroorganismen zu Glycerin und die Synthese von Kohle- 
hydraten aus Glycerin durch dieselben. 


Die Untersuchungen betreffen das Glycerin als auswertbare Kohlen- 
stoffquelle (bei Anwesenheit aller anderen lebenswichtigen Komponenten 
in den Nährsubstraten) und die bei seiner Anwesenheit in Nährsubstraten 
auftretenden Stoffwechsel- und Oxydationsprodukte. 

Die Auswertbarkeit als Kohlenstoffquelle für verschiedene Mikro- 
organismen wurde bei aller Verschiedenheit der übrigen Versuchsbedingungen 
meistens aus dem Erntetrockengewicht bestimmt. 

So findet z. B. Czapek?) bei der Untersuchung der Resorbierbarkeit 
des Äthylalkohols und der Zuckeralkohole durch Aspergillus niger (auf 
einer lproz. Asparaginlösung binnen 21 Tagen bei 28°C wachsend) eine 
viel bedeutendere Assimilation des Glycerins gegenüber Äthylalkohol. 
Überhaupt steigt die Assimilierbarkeit von Äthylenglykol bis zu den Hexiten. 

Dagegen gedeihen Tuberkelbazillen?), wie man weiß, weit besser auf 
Glycerin als auf Traubenzuckersubstrat. Glycerin ist allgemein eine recht 
gute C-Quelle, wenn es auch gerade bei Hefen weniger tauglich ist $). Essig- 
säurebakterien wachsen auf lproz. Glycerin nach Henneberg®) gar nicht. 
Bacterium zylinum Brown et Janke, das Sorbose Bacterium Bertrands®) 
‚oxydiertin Bouillonkulturen mit 5- bis 6proz. Glycerin dieses zu Dioxyaceton. 

Aspergillus und Penicillium bevorzugen zwar Glucose, gedeihen aber 
noch auf 40 proz. Glycerin?). C. Wehmer’) beobachtete die Oxydation des 
Glycerins zu Cüronensäure durch Oüromyces pfefferianus Wehmer und 
Oitromyces glaber. 

Als Stoffwechselprodukte der bakteriellen Glycerinverarbeitung kennt 
man die Alkohole mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen, Säuren der aliphatischen 
Reihe von Ameisensäure bis Buttersäure, unter den Oxyfettsäuren die 
Gärungsmilchsäure. 

Äthylalkohol bilden aus Glycerin: Bac. subtilis®), Granulobacter 
saccharobutylicus Beijerinck 101: ein Bazillus imWein soll Glycerin zu Acrolein!!) 
oxydieren. 


1) C. Neuberg, Zusammenfassender Vortrag; Ber. d. deutsch. chem. 
Ges. 55, 3624, 1922. 

2) Czapek, Hofmeisters Beitr. 8, 62, 1902. 

3) Siebert, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenkunde 1, 305, 1909. 

4) Beijerinck, ebendaselbst 2, 68, 1892. 

5) Henneberg, ebendaselbst 2, 4, 20, 1898. 

6) G. Bertrand, C. r. d. F Acacd. d. scienc. 126, 762 — 765. 

71 H. Kühl, Pharm.-Ztg. 52, 487, 1907. 

8) C. Wehmer, Chem.-Zeitung 87, 37, 1913. 

Di Fitz, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 9, 1348, 1876. 

10) Beijerinck, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenkunde 1, 171. 

11) C. r. d. Acad. d. scienc. 151, 518, 1910. 
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Ein besonderes Interesse beanspruchen Oxydationen des Glycerins 
durch Mikroorganismen zu Triosen. 

Meistens sind zu den Oxydationsprozessen inverse Reduktionsvorgänge 
aufgefunden worden, und zwar ist dies sowohl bei niederen pflanzlichen 
und tierischen als auch bei höheren tierischen Organismen der Fall (Leber- 
tranfusionsversuche!), ganz im Sinne des von C. Neuberg aufgestellten 
Schemas des Zuckerumsatzes der Zelle. 

Zu Dioxyaceton wird Glycerin auch durch Thyrothrix tenuis nach 
Fernbach!) oxydiert. Bei der Oxydation durch Bac. subtilis treten als 
Produkte der Oxydation Acetylmethylcarbinol, Dioxyaceton und Methyl- 
glyoxal auf. 

Nach Bierry und Portier ?) sollen Symbioten- Bakterien, die im Organismus 
angeblich die Rolle der Vitamine zu übernehmen vermögen, Glycerin unter 
Bildung eines wahren Zuckers, des Dioxyacetons CH,OH.CO.CH,OH, 
oxydieren. Kostytschew®) glaubt eine Assimilation von Glycerin durch 
Aspergillus niger und glaucus zu Kohlehydraten über Triosen als Zwischen- 
stufe annehmen zu müssen. Laurent*) hat zahlreiche Verbindungen auf ihre 
Verwertbarkeit als Kohlenstoffquelle geprüft und zählt unter anderem 
auch Glycerin auf. 

Die Resorption von Kohlehydraten durch verschiedene Grünalgen 
ist auch untersucht worden. Nach Klebs?) bilden entstärkte Zygnemafäden 
im Dunkeln in 5proz. Glycerin lebhaft Stärke. 

Nach Nadson®) ist bei Spyrogyra, Hydrodiction, Oedogonium und 
Cladophoraarten in saccharose-, glucose- oder glycerinhaltigen Substraten 
in allen Fällen Stärkebildung zu erzielen. Loew und Bokorny?) haben zahl- 
reiche Untersuchungen über die Möglichkeit einer Verwertung verschiedener 
C-Verbindungen angestellt. Letzterer®) machte die interessante Beob- 
achtung, daß jformaldehydschwefligsaures Natrium und Glycerin von 
Spyrogyraarten bei Sauerstoffausschluß im Sonnenlicht lebhaft unter 
Bildung von Stärke assimiliert werden. 


Zusammenfassend kann man also sagen: Der Ursprung des Glycerins 
bei der alkoholischen Gärung und bei der Autolyse ist sichergestellt ; 
die Ursachen der Variationen in den auftretenden Mengen Glycerin 
sind nicht eindeutig bestimmt. 

Bekannt ist weiterhin die Verwertbarkeit des Glycerins als C- Quelle 
für Hefen und Mikroorganismen in kompletten Nährlösungen sowie 
dessen Oxydierbarkeit zu einfacheren Verbindungen im Verlaufe von 
Betriebsenergie liefernden Reaktionsprozessen. 

Man vermißt dagegen Untersuchungen bei Abwesenheit einer 
N-Quelle bei unveränderter Zellenzahl vor und nach dem Versuch, 


1) Fernbach, C. r. de l Acad. des sciences 151, 1004 — 1006. 

2) Bierry und Portier, ebendaselbst 166, 963 — 966, 1055 — 1057. 
3) Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 236 — 245. 

4) Laurent, Ann. Soc. Belge de Microskopie 14, 29, 1890. 

5) Klebs, Unters. d. bot. Inst. Tübingen 2, 538, 1888. 

6) Nadson, Bot. Zentralbl. 42, 48, 1890. 

?) Loew und Bokorny, Journ. f. prakt. Chem. 144, 272, 1887. 

8) Bokorny, diese Zeitschr. 86, 83, 1901. 
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über Speicherung von Zellbestandteilen aus dem aufgenommenen 
Glycerin und über die physiko-chemischen Bedingungen der Assi- 
milation. 

Methodik. 

Die Apparatur für die vorliegenden Versuche war dieselbe wie 
in den Versuchen von Fürth, Lieben, Lundin, und wie sie zur Unter- 
suchung des Verhaltens der 8-Oxybuttersäure diente). 

Zur Bestimmung des Glycerins in den Filtraten der Hefesuspen- 
sionen verwendeten wir wegen der Einfachheit der Ausführung die 
Hehnersche Methode?), deren Prinzip bekanntlich auf folgender Gleichung 
beruht: 

3C,H,0, + 7 K,Cr,0, + 28H,SO, = 7K,S0, +7 Cr (S0, 
+ 9 CO, +40 H,O. 

Man muß also 74,56 g K,Cr,O, in 1000 ccm H,O (bei 15° C) lösen, 

um eine Normallösung von folgendem Wirkungswert zu erhalten: 
l cem K,Cr,0,-Lösung = 0,01 g C,H, O3. 

Zur Bestimmung des Glycerins in einer Lösung habe ich gewöhnlich 
nach zweckentsprechender Verdünnung 10ccm C,H,O,-Lösung in 
vorher mit Chromschwefelsäure gereinigten Kölbchen mit 25 cem 
Hehnerscher Bichromatlösung und l5ccm konzentrierter H,SO, 
2 Stunden im siedenden Wasserbade erhitzt und nach dem Abkühlen 
mit einer gegen die Bichromatlösung gestellten Ferroammonsulfat- 
lösung mit einer 2proz. Ferricyankaliumlösung als Indikator aus einer 
100-ccm-Glashahnbürette zurücktitriert (Tüpfelreaktion). 


Bestimmung des C,H,O,-Gehaltes der für die Versuche 4 bis de verwendeten 
Lü eem C,H,O, - Lösung | Nach zweistündigem Erhitzen am Wasserbad 
25 n K, Cr, O,- titriert. 


15 „ H,SO, konz. Verbrauch 9,2ccm Ferroammonsulfatlösung. 
25ccem K,Cr,O,-Lösung 1 Nach zweistündigem Erhitzen titriert. Ver- 
15 „ H,SO, konz. | brauch an Ferroammonsulfatlösung 65,0 ccm. 


Danach 1 cem K,Cr, O,-Lösung entsprechend: 


2,6ccm Ferroammonsulfat . 9,2: 2,6 = 3,538 
25,000 


21,46 ccm K,Cr, O- 
entsprechend 0,2146 g Glycerin in 10 ccm der Lösung. 
1 Liter Kaes 21,46 g C, H,0,. 
Die Methode ist bei sorgfältiger Ausführung außerordentlicher 
Genauigkeit fähig. 
Um die Vorgänge bei der Assimilation zu studieren, habe ich 
folgende Versuche angesetzt: 


1) Siehe die vorangehende Arbeit. 
2) Hehner, Journ. Soc. Chem. Ind. 1889, S. 4. 
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A. Hauptprobe mit C,H,O,, 50g Hefe, 500 ccm Leitungswasser, 
Luft- bzw. Sauerstoffschüttelung. 

B. Blindprobe ohne C,H,O,, 50g Hefe, 500 ccm Wasser, Luft- 
bzw. Sauerstoffschüttelung. 

Im Filtrat der Probe B. konnten wir die Menge der oxydablen 
Substanzen bestimmen, welche die Hefe an die Flüssigkeit abgibt. 
Diese Menge auf C,H,O, umgerechnet, gab uns die Menge ‚‚prä- 
formierten Glycerins‘‘ analog den Verhältnissen bei der Untersuchung 
der 8-Oxybuttersäure. Wie in zahlreichen früheren Versuchen Lundins 
festgestellt wurde, ist diese Menge äußerst gering und übersteigt in 
der Regel 4 Prom. nicht. Die im folgenden als ‚„gefundenes Glycerin“ 
verzeichneten Werte sind also immer als Differenz A — B zu ver- 
stehen. 


C. 50g Hefe, 500 ccm Leitungswasser, CHO}, doch ohne Luft- 
bzw. Sauerstoffschüttelung. Die Hefe wurde im Kolben gut verteilt 
und in Berührung mit der atmosphärischen Luft sich selbst überlassen. 


D Blindprobe zu C., wie diese, doch ohne Glycerinzusatz. 


E. 50g Hefe und 500 ccm Leitungswasser nach guter Verteilung 
sofort filtriert. Diese Probe wurde angesetzt, um den Verlust an 
Trockensubstanz bzw. die Mengen abgegebener Substanzen bestimmen 
zu können. Auch ist es eine Blindprobe zu F. 


F. 50g Hefe, 500g Wasser, enthaltend eine bestimmte Menge 
C,H,0,, nach der Suspension durch Schütteln wurden sofort filtriert. 


Die gesamte Filtration nahm etwa 1 Stunde in Anspruch. 

In den Proben A. und B. wurde die entwickelte Atmungskohlen- 
säure durch Auffangen in n/5 Ba(OH), bestimmt. 

Den Einfluß der Tension des Sauerstoffs im durchgesaugten Gase 
prüfte ich in zwei Versuchen durch Verwendung von reinem Linde- 
sauerstoff. 


Die Trockensubstanzbestimmungen wurden folgendermaßen aus- 
geführt: Die Suspensionen wurden auf einem Büchnertrichter durch 
gehärtete Filter klar filtriert, nachdem eine gewogene Menge Kieselgur 
auf diesem verteilt worden war. In aliquoten Teilen des Filtrats wurden 
C,H,0,-Bestimmungen ausgeführt. Die auf dem Filter gesammelte 
Hefe wurde dann zur Entfernung des eingeschlossenen Glycerins stets 
mit derselben Menge Wasser ausgewaschen. Meistens genügen hierzu 
für 50g Hefe 500 ccm Wasser. 


Bei sorgfältigster Herrichtung des Filters ist das Filtrieren und 
Waschen in längstens 2 Stunden beendet. Gegen das Ende des Waschens 
dürfen 10 ccm Filtrat, langsam am Wasserbade eingedampft, keine 
Reaktion auf Glycerin geben (Ausfällung von Benzoesäureglycerin- 
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ester mit Benzoylchlorid und Alkali, Jörgensensche Reaktion mit 
alkalischer Borsäure und Phenolphthalein). 


Die Hefekuchen wurden quantitativ in Gilasschalen gebracht, 
zunächst am Wasserbade, später im Lufttrockenschrank bei 105°C 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Bestimmung der mü verdünnter HCl hydrolysierbaren Kohlehydrate'). 


Etwa 3 bis 4g Trockensubstanz oder 10g frischer Hefe von be- 
kanntem Trockensubstanzgehalt wurden genau gewogen und 3 Stunden 
im bedeckten Kolben mit 100 ccm etwa 3proz. HCl hydrolysiert, 
dann quantitativ in einen 200 ccm fassenden Meßkolben gebracht, 
aufgefüllt, filtriert, 100 ccm nach dem Neutralisieren mit KOH mit 
CHCOOH schwach angesäuert und in der Wärme mit 25 bis 30 ccm 
einer kalt gesättigten Mercuriacetatlösung vom Eiweiß befreit, auf 
200 ccm aufgefüllt und wieder filtriert. Aus dem Filtrat wird das 
Quecksilber durch H,S entfernt, aus dem Filtrat von HgS der H,S 
durch Luft ausgetrieben. In den erhaltenen Lösungen wurden Bertrand- 
bestimmungen ausgeführt. 

Die Resultate wurden auf Glucose berechnet. 

Zur Bestimmung der Lipoide wurden 7 bis 10g Trockensubstanz 
im Extraktionsapparat 8 Stunden lang mit Äther extrahiert, die Lösung 
eingedampft und der Rückstand gewogen. 

Die Prüfung der Gärkraft der Hefe wurde in Buchnerschen Gär- 
röhrchen in 5proz. Saccharoselösung bei 370 C vorgenommen. 


Die morphologischen Veränderungen der Hejezelle wurden mikro- 
skopisch verfolgt. 


Assimilationsversuche. 


Da ÖOrientierungsversuche ergeben hatten, daß Glycerin durch Hefe 
sehr träge assimiliert wird, wurde zunächst eine Reihe von Versuchen 
mit Hefesuspensionen in Glycerinlösungen steigender Konzentration 
angestellt und die Menge der in A. und B. entwickelten CO,, die Ab- 
nahme des Gilyceringehalts der Filtrate und die Trockensubstanz- 
zunahme der Hefe bestimmt. 


Für die Versuche 4 bis 4e wurde eine Glycerinlösung in größerer 
Menge hergestellt durch Lösen von reinstem Merckschen Glycerin 
auf ein bestimmtes Volumen. Der Gehalt dieser Lösung wurde, wie 
vorstehend beschrieben, bestimmt. Waren andere Konzentrationen 
an Glycerin in den Suspensionen erforderlich, z. B. zur Bestimmung 


!) Therapeutische Monatshefte, 32. Jahrg., Aug. 1918. O. Loewi, 
Zur Frage d. Verwert. d. Glucose bei Diabetes; @. Bertrand, Bull. Soc. Chem. 
de France 85, 1285, 1903. 
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der Änderung der Assimilationsgrößen mit der disponiblen Substanz- 
menge, so wurde eine analytisch genau bekannte Menge an Glycerin 
zugesetzt und darin die Hefemenge suspendiert. 


Diskussion der Versuchsresultate. 
Wie aus der Tabelle I zu entnehmen ist, erfolgt die Aufnahme 
des Glycerins, ungefähr gleiche Versuchsbedingungen bezüglich 
Schüttelungsdauer, "Temperatur und Trockensubstanz der Hefe voraus- 















































Tabelle I. 
| o 

| | £ | T: 

er lt Konz. Trocken» = FE Dauer 
Ein» Mol. Atmungs CO, ine 22 ge 5 des 

v | wage pro SS gs L Ver; 
Nr. Liter g g K Sc S suches 

| s al # 1% is Ja a u 
1 | 4,364 0.047 0,958 0,942 srl ze JL seh ie E 
2 5,882 0,127 |; 2 ? | — — — 0,86 | 14,6 8+12 
3 | 7,685| 0,166 0,905 0,89 | — — -— 0,97 | 13,0 8+ 12 
4 10,731| 0,233 | 1,414 | 1,414 | 11,89 | 10,86 | 1,03 | 1,34 | 12,5 8+ 12 
4a |10,731| 0,233 | 1,68 | 1,65 || 13,29 | 11,89 | 1,40 | 1,42 | 13,3 8+ 12 
4b |10,731| 0,233 | 1,48 | 1,45 || 13,09 | 12,26 | 0,83 0,85 | 8,9 8+12 
4 c |10,731| 0,233 | 1,20 | 1,26 | 12,67 | 13,78 | 1,09 1,13 | 10,6 8+12 
4d /10,731| 0,233 | 1,26 | 1,18 — — — 1,53 | 14,2 | 18 + 12 
4e 10,731 0,233 | — — — — 0,35 | 3,2 l 
B  ,21,130| 0,246 ; 1,25 | 1,32 || 12,82 | 11,66 | 1,16 ' 1,13 | 5,3 | 8+12 
6 32,620| 0,708 || 1,32 | 1,30 -— — | — 1,26 | 3,8 8+ 12 











Temperatur während der Versuche 17 bis 23°C. Reaktion vor und 
nach dem Versuch gegen Lackmus neutral. Versuch 4a und 4d wurden 
mit reinem Sauerstoff durchgeführt. 


gesetzt, ohne Kohlensäureentwicklung. Die auftretenden Differenzen 
sind reine Versuchsfehler. Das Glycerin wird also gespeichert, ohne 
daß das Assimilat oder seine diesem äquivalente Menge Atmungs- 
kohlehydrat veratmet worden wäre. 

Daß es sich um eine Assimilation und nicht um eine Adsorptions-, 
Imbibitions- oder Diffusionserscheinung handelt, geht daraus hervor, 
daß bei Abwesenheit von Sauerstoff, wie die Versuche 4C und 4D 
zeigen (s. u.), nur die Hälfte der bei Sauerstoffschüttelung aufge- 
nommenen Glycerinmenge aus dem Filtrat verschwindet (0,61 — 0,68 g). 

Auf alle Fälle ist nach 20 Stunden bei 0,233 molarer Konzentration 
Diffusionsgleichgewicht eingetreten, da nach längerer Versuchsdauer 
kein Glycerin mehr aus dem Filtrat aufgenommen wird. 

Daß das Glycerin so träge assimiliert wird, dürfte hauptsächlich 
auf die geringe Diffusionsgeschwindigkeit des Glycerins, mit der es 
in das Innere der Zellen dringt, zurückzuführen sein. Mindestens hat 
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Overton!) im Zusammenhang mit seiner Lipoidlöslichkeitstheorie eine 
sehr langsame Diffusion des Glycerins in Algenzellen beobachten 
können. | 

Die Menge des aufgenommenen Glycerins ist unabhängig von. der 
Konzentration der Suspensionen an diesem. Gleiche Hefemengen 
nehmen unter sonst gleichen Bedingungen immer dieselbe Glycerin- 
menge auf. 

Versuch C, D, E, F (zu Versuch 4 gehörig). 

C. 50g Hefe + BO eem C,H,0O,-Lösung, enthaltend 10,73 g 
Glycerin, im Kolben gut verteilt; nach 20 Stunden C,H,0O,-Bestimmung 
im Filtrat, ebenso nach 48 Stunden und nach 8 Tagen. 

Zugesetzte Glvcerinmenge jedesmal 10,73 g. 


| Nach 20Std. | Nach 48Std. | Nach 8 Tage 


wurden gefunden Glycerin. ... . 
verschwundene Glycerinmenge. . 










D Wie C., doch ohne Glycerinzusatz, um die Menge des mg. 
formierten Glycerins‘‘ zu bestimmen. 

Nach Beendigung (8 Tagen) wurde in 5proz. Saccharoselösung 
in Buchnerschen Gärröhrchen eine Gärprobe von C. (und D.) angesetzt. 
Beide vergoren normal. 

E. 50g Hefe + 500 eem C,H,O,-Lösung, enthaltend 10,73g Gly- 
cerin, sofort filtriert; im Filtrat wiedergefunden 10,38g Glycerin, 
verschwunden 0,35 g = 3,3 Proz. 

F. Blindprobe zu E. 50g Hefe + 500g HO zur Bestimmung 
der oxydablen Substanzen und der von der Hefe abgegebenen Stoffe. 
Abdampfrückstand des Filtrats bei 105° C getrocknet 0,190 g = etwa 
0,04 Proz. Die Hefe gibt also bei sachgemäßer Filtration äußerst wenig 
Substanzen an die Flüssigkeit ab. 

In allzu verdünnten oder konzentrierten Lösungen dürften aller- 
dings Unregelmäßigkeiten infolge plasmolytischer und anderer Er- 
scheinungen auftreten. Nach Euler, der die osmotischen Eigenschaften 
der vegetativen Hefezelle in Lösungen von Elektrolyten und Nicht- 
elektrolyten studiert hat, zeigen in einer lOproz., also ungefähr normalen 
Lösung von Glycerin bereits 17 Proz. der Hefezellen Plasmolyse. 


1) Overton brachte Algen in eine isotonische Glycerinlösung und ließ 
deren Konzentration durch langsames Verdunsten ganz allmählich (Ein- 
dunsten) anwachsen. Auf diese Art konnte er den Gehalt der Lösung an 
C, H, 0, bis 50 Proz. steigern, ohne daß Plasmolyse eingetreten wäre. Eine 
solche mit konzentrierter Glycerinlösung gefüllte Zelle platzt, in reines 
H,O eingetaucht, sofort, da das Wasser viel rascher eindringt als das Glycerin 
nach außen gelangt. (Overton, Vierteljahrsschrift der Naturf.-Gesellsch. in 
Zürich 48, 1, 1895; 44, 88, 1899.) 
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Die vorstehenden Untersuchungen erstrecken sich auf 0,04- bis 
0,71 n-Glycerinlösungen, da bei diesen Konzentrationen am wenigsten 
Komplikationen der vitalen Äußerungen der Hefezelle infolge osmotischer 
Einflüsse zu befürchten waren. 


Faßt man das System Hefezellen— Wasser als zwei ineinander 
vollkommen unlösliche Phasen auf, so kann man das vorstehende 
Resultat auch so formulieren, daß die von der Hefe in verschieden 
konzentrierten Lösungen aufgenommenen Glycerinmengen von den- 
jenigen abweichen, die vom Berthelotschen Verteilungssatz!) 

U. 


— — K = Teilungskoeffizient 
dé 


postuliert werden. 


Die Helezelle beeinflußt also die Vorgänge bei der Aufnahme des 
Glycerins in einer Weise, die uns im Verein mit den weiter unten an- 
geführten Analysen zur Annahme berechtigt, daß die Trockensubstanz- 
zunahme bei der Sauerstoffschültelung in @lycerinlösung nicht auf einfachen 
Adsorptions-, Imbibitions- oder Diffusionserscheinungen beruht, sondern 
auf fermentativ geregelten oder beeinflußten und begrenzten Assimilations- 
vorgängen?). 

Das Glycerin dürfte also nach der langsamen Diffusion in die 
Hefezelle vielleicht etwa zu einer Triose oxydiert und dann in einem 
energieverbrauchenden Prozeß zu Hexose und weiter zu einem Kohle- 
hydrat von der Formel (CO, Hale, Kondensiert worden sein, vielleicht 
vom Charakter des Glykogens oder der Cellulose. 


Vom thermodynamischen Standpunkt ist gegen eine solche An- 
nahme nichts einzuwenden 3), denn die Oxydation des Glycerins zu 
einer Triose, etwa Dioxyaceton oder Glycerinaldehyd, ist ein energie- 
liefernder Prozeß, der die Energieabsorption bei der Kondensation 
auf dem Wege C,H,0,— Ce Hi2 Oe > (Ce H1005): (Glykogen) zu kom- 
pensieren vermag?). 


1) Berthelot-Jungfleisch, Ann. d. Chim. et de Phys. (4) 26, 396, 1872. 

2) Dieses Resultat ist interessant, wenn man es z. B. mit den Unter- 
suchungen Paines (Paine, Proc. Roy. Soc. London 94, 289, 1912) aus dem 
Lister-Institut über die Diffusionsgeschwindigkeit und über quantitative 
Verteilung verschiedener Stoffe zwischen Hefe und Wasser vergleicht. 
Er findet, daß Äthylalkohol nach der raschen Diffusion in die Zelle zwischen 
diesem und dem Wasser im Sinne des Berthelotschen Verteilungssatzes 
aufteilt, der Teilungskoeffizient aber nicht 1, sondern 0,85 ist. 

3) Die Aufstellung einer Energiebilanz wäre in Anbetracht der gering- 
fügigen Mengen assimilierten Glycerins illusorisch. Auch ist die Verbrennungs- 
wärme der Triosen nicht genauer bekannt. (Euler und Lindner, Chemie 
der Hefe und der alkoholischen Gärung. Leipzig, 1915, S. 248.) 
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Kohlenstoffbilanz 


berechnet nach der Bruttogleichung 2.X.C,H,0,; + XO, = (Ca Ha 0; )x 
+ 3.X.H.0; C3 Ha O; enthält 39,1 Proz. C; Ce Ha Os enthält 44,4 Proz.C. 


Versuch | 4 | 4a | 4b | 4e 5 


In Form von C,H,O, zugesetzt. . gC i 4.181 418 4,18. 4,18 8,26 
x e „ CO, entwichen . ... .| ve E 
S x „ C,H,C, im Filtrat gef. g | 3,66| 3,36; 3,81; 374 7,82 
j „ einer Trockensubstanzzunahme ` 0,46) 0,62; 0,41 | 048: 0,51 


Summe: || 4.191 425| 422| 422 833 
Differenz: |—0,06 |+0,07 |++0,04 |-+0,04 :+0,07 


Die Verwertbarkeit dieser Resultate wird allerdings dadurch ein- 
geschränkt, daß der Unterschied im C-Gehalt des C,H,O, und des 
hypothetischen Kohlehydrats (Ca Dat 44,40 — 39,1 = 5,3 gering 
ist, wodurch die Kohlenstoffbilanz an Beweiskraft verliert. Doch 
konnte diese Unsicherheit durch Analyse der Trockensubstanzzunahmen 
beseitigt werden. 

Aus einem Vergleich der Resultate der Versuche 4c und 4d, die 
im Sauerstoffstrom ausgeführt wurden, mit den übrigen im Luftstrome 
ausgeführten, geht hervor, daß die Menge des aufgenommenen Glycerins, 
das durch Oxydation wahrscheinlich über eine Triose für die Assimilation 
vorbereitet wird, unabhängig ist vom Partialdruck des Sauerstoffs in dem 
Gase, das durch die Versuchssuspensionen durchgesaugt wird. Jeden- 
falls gilt dies für die zwischen den Grenzen Luft (174 mm) und reinem 
Sauerstoff (760 mm) gelegenen Partialdruckwerte. Ob eine Abnahme 
der Sauerstofftension unter derjenigen der Luft einen Einfluß auf die 
Assimilationsfunktion ausübt, wird schwerlich zu entscheiden sein. 


Wahrscheinlich handelt es sich mehr um eine mechanische Fort- 
spülung der durch die Stoffwechseltätigkeit entwickelten CO, und 
es dürften in diesem Falle zur Auslösung der Oxydationsvorgänge in 
der Hefe geringe Sauerstofftensionen genügen, wenn nur die Menge 
disponi blen Sauerstoffs zur Oxydation der ‚„Aimungskohleh ydrate‘' 
theoretisch ausreicht. 

In nicht gelüfteten Suspensionen (Versuch 4C) ist die Aufnahme 
eine viel geringere und hört dann, nachdem eine bestimmte Grenze 
erreicht wurde, überhaupt auf. 

Wird eine Suspension von Hefe in Glycerinlösung sofort nach 
dem Verteilen filtriert, so ist die aus dem Filtrat verschwundene Menge 
Glycerin sehr gering (Versuch 4e). 

Ob in diesem Falle Adsorptions- und Diffusionserscheinungen oder 
Assimilationsvorgänge im Spiele sind, vermögen wir vorderhand nicht 
zu entscheiden. 
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Die Vermutung, das Glycerin werde über die Triosen als Zwischen- 
stufe assimiliert, würde eine Stütze erhalten, wenn es gelingen würde, 
nachzuweisen, daß die Triosen als solche den Suspensionen zugesetzt 
assimiliert werden. Die diesbezüglichen Untersuchungen sind bereits 
in Angriff genommen worden. 


Über das Schicksal des assimilierten Glycerins in der Hefe. 


In Anbetracht der geringen assimilierten Glycerinmengen war 
wenig Aussicht vorhanden, über das Schicksal der Assimilate in der 
Zelle Näheres zu erfahren. | 


A. Ätherlösliche Substanzen. 


Die zunächst ausgeführten Analysen, die in der Hoffnung, DS 
verschwundene Glycerin in den ätherlöslichen Substanzen etwa als 
Fett oder als Phosphatid wiederzufinden, ausgeführt worden sind — wie 
‚die untenstehenden Resultate zeigen —, gaben ein vollständig negatives 
Resultat. 
K Tabelle II. 

















Trocken» 





Trocken, || Atberlösliche || Ätherlösliche 


substanz 





4 ‘11,89 10,86|| 23,8 | 21,7 || 0,15 


4a ‚13,29 11,89] 26,5 | 23,8 | 0,21 
4b |13,09|12,26| 12,2 | 24,4 | 0,24 





DE Trockensubstanz in Proz. 
er frischen Hefe. 
ee Substanz in der 
| gefundenen Trockensubstanz 
ı ing und in Proz. desselben. 


0,18 | 1,3 ee 


018/115. 14 
0,25 | 1,8 | 2,0 











Auch haben Fettbestimmungen, die in der ursprünglichen Hefe 
ausgeführt wurden, gezeigt, daß der Fettbestand während der Versuche 
durch die Atmungstätigkeit der Hefe nicht verändert wird!). 


B. Mu 2,2- bis 3proz. HCl hydrolysierbare Kohlehydrate. 


Wegen der schon erwähnten Umstände ist es nicht möglich, die 
Umwandlung des Glycerins in Zellbestandteille von Kohlehydrat- 
charakter, z. B. Glykogen, Cellulose usw. genau zu verfolgen. Immerhin 
haben wir in der glyceringemästeten Hefe stets einen Mehrbetrag an 
leicht hydrolysierbarem Kohlehydrat bestimmen können. 

Doch deckt die Zunahme der Hefe an leicht hydrolysierbarem 
Kohlehydrat nicht die Abnahme des Glycerins im Filtrat, wenn man 
der Berechnung die für die Kohlenstoffbilanz aufgestellte Gleichung 
zugrunde legt. 


1) Vgl. auch H. Lundin, Le Siehe hingegen Ida Smedlay Maclean- 
Dorothy Hoffert, Journ. of biol. Chem. (Biochem. Journ.) 17, 120— 141, 1923; 
Chem. Centralbl. 1924, I, 1214. 


Biochemische Zeitschrift Band 150. 20 


302 J. Marian: 


Dieses Resultat steht in Übereinstimmung mit den Resultaten 
von H. Lundin, der auch gefunden hat, daß sich die Assimilate in 
einem festen Verhältnis auf leicht hydrolysierbare und schwer bzw. 
nicht hydrolysierbare Kohlehydrate aufteilen. 


Tabelle III. 


Leicht hydrolysierbare Kohlehydrate in A und B, in 50g Hefe, bezogen 
auf die Trockensubstanz. 








Mit 3proz. HCI hydrol. | 
Kohlehydrat | anr e'e an hyd = able: 
ydrat A — 


Differenz der Trocken» 
substanz A — B 





Unser Befund, daß Glycerin von Hefe bei reichlicher Gegenwart 
von Sauerstoff assimiliert wird, dürfte eine Bedeutung für das Auftreten 
wechselnder Mengen dieses Stoffes bei der alkoholischen Gärung be- 
sitzen. Analog den Untersuchungen Pfeffers!) über Ernährung von 
Aspergillus mit Glucose und Glycerin in einer Kultur dürfte es sich bei 
der Bildung und Abnahme des Glycerins in den Gärsubstraten um 
einen Schutz des Glycerins durch die vorhandenen verwertbaren Kohle- 
hydrate handeln, derart, daß nach Maßgabe des Verhältnisses zwischen 
disponiblem Kohlehydrat und Glycerin beides in einer bestimmten 
Menge assimiliert wird. Bei reichlicher Gegenwart anderer Kohle- 
hydrate würde also Glycerin nur wenig assimiliert. 


Zusammenfassung. 

L. Die Assimilation des Glycerins erfolgt ohne CO,-Entwicklung 
auf Kosten des Glycerins.. Das Glycerin wird also gespeichert, ohne 
daß nachher sofort: das Assimilat oder eine diesem äquivalente Menge 
Atmungskohlehydrat veratmet worden wäre. 

2. Die Aufnahme des Glycerins ist kein rein physikalisch-chemischer 
Prozeß; sie ist an die reichliche Gegenwart von Sauerstoff gebunden. 
Die Aufnahme des Glvcerins ist eine durch die vitalen Eigenschaften 


1) Pfeffer, der sich zuerst mit dem Schutz und Mehrverbrauch bestimmter 
Stoffe bei gleichzeitiger Darbietung in einer Kultur beschäftigte, konnte 
feststellen, wie mit steigendem Glucosegehalt der Nährlösung gleichzeitig 
dargereichtes Glycerin immer mehr vor dem Verbrauche geschützt wird. 
so daß bei üppigen Wachstum von Aspergillus, welchem 8 Proz. Glucose 
geboten wurden, vom Glycerin nach 20 Tagen die gesamte ursprüngliche 
Menge von 0,92 auf 100 wiedergefunden werden konnte, während die Hälfte 
des Zuckers verschwunden war. Ähnlich wird Milchsäure durch Glucose 
geschützt. (Pfeffer, Jahrb. f. wiss. Bot. 28, 215. 1895.) 
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der Zelle fermentativ beeinflußte, geregelte und begrenzte Assimilations- 
reaktion. 

3. Die aufgenommenen Glycerinmengen sind unabhängig von der 
Konzentration der Versuchslösungen an Glycerin, abweichend vom 
Berthelotschen. Verteilungssatz. 

4. Die Trockensubstanzzunahme der Hefe deckt die aus den Lösungen 
verschwundene Glycerinmenge, wenn man der Kohlenstoffbilanz die 
Gleichung 

2.XC,H,0, + XO, = (Geet, +3.X.H,0 
zugrunde legt. 

5. Da die Diffusionsgeschwindigkeit des Glycerins gering ist, sind 
auch die absoluten Mengen Glycerins, die assimiliert werden, gering. 

6. Die aus der Lösung verschwundene Glycerinmenge findet sich 
zum Teil als leicht hydrolysierbares Kohlehydrat in der Trockensubstanz. 

7. Der Fettbestand wird, wie schon Lundin bei Assimilations- 
versuchen mit Hexose usw. gefunden hat, auch bei der Assimilation 
des Glycerins nicht verändert. Dasselbe ist für die Proteinstoffe von 
Lundin konstatiert worden. 

Die Assimilation des Glycerins erfolgt wahrscheinlich über Triosen 
oder eine Triose. 

Vom Standpunkt der Thermodynamik ist gegen diese Annahme 
kein Einwand zu finden. 


%0* 


VYitaminstudien. 


(Die wasserlöslichen wachstumsfördernden Faktoren. I. Die quantitative 
Messung des bakterienwachstumsfördernden Faktors.) 


Von 
Heinrich Davidsohn. 


(Aus dem hygienischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 4. Juli 1924.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. 


Die Lehre von den Avitaminosen nimmt in der Klinik und be- 
sonders in der Pädiatrie einen von Jahr zu Jahr größeren Raum für 
sich in Anspruch. 


Der gründlichen Erforschung der Vitaminwirkung stehen aber bisher 
große Schwierigkeiten im Wege; denn über die chemische Natur dieser 
Stoffe herrscht noch völliges Dunkel. Der Weg zu ihrer Isolierung und 
Reindarstellung ist noch nicht gefunden, obwohl schon zahlreiche Biologen 
und Chemiker (Z. B. Stepp (5), C. Funk (3). Suzuki und Mitarbeiter, Adder- 
halden und Schaumann] sich diesen Problemen mit unendlicher Mühe 
hingegeben haben und gewisse Fortschritte, z. B. bezüglich des B-Vitamins, 
erzielt sind [Funk (3), Seidell (31), Teukiye (33). Die Schwierigkeiten 
könnten aber durch gute Umgrenzung der einzelnen Vitamine hinsichtlich 
ihrer Leistungen und besonderen Eigenschaften und durch Klärung der 
Beziehungen zwischen Vitaminwirkung und Vitaminmenge bedeutend herab- 
gemindert werden. Hier mit neuen experimentellen Untersuchungen 
fördernd einzugreifen, ist der Plan dieser Arbeit. 

Auf wie wenig sicherem Boden die Charakterisierung der Vilamine 
. bisher steht, zeigen die vielfältigen Bemühungen um die Benennung und 
Einteilung der Vitamine. Es gelang zunächst nur, die in vielen Vegetabilien 
vorkommenden wasserlöslichen Stoffe und die in manchen Feliarten ent- 
haltenen Substanzen zu unterscheiden. Man wählte damals für sie Be- 
zeichnungen wie z. B. x-Säure (Hulshoff-Pol), Oryzanin (Suzuki), Anti- 
beriberin, Oridin (Hofmeister), Extraktstoffe (Aron), Nutramine, Eutonine 
(Abderhalden und Schaumann) bzw. Lipoide (Stepp). Später empfahl 
Mc Collum die Substanzen alphabetisch fortlaufend zu benennen. Dieser 
Vorschlag hat Anklang gefunden, und die Einteilung der Vitamine in die 
Stoffe A, B,C (und D) ist sowohl in der amerikanischen wie in der deutschen 
Literatur gegenwärtig weit verbreitet. Der alphabetischen Einteilung 
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stehen aber schwere Bedenken entgegen. Die als vorwiegende Träger des 
fettlöslichen A-Vitamins bekannten Nährstoffgemische, wie Lebertran und 
Butter, haben im Experiment so differente Wirkungen gezeigt, daß die 
Annahme zweier fettlöslicher, in der Wirkung verschiedener Vitamine 
unabweislich erscheint (vgl. z. B. Stepp). Bezüglich des B- und C-Faktors 
ist es wahrscheinlich geworden, daß sie Gemische von Stoffen mit ver- 
schiedenen chemischen und physikalischen Eigenschaften und verschiedener 
biologischer Wirkung darstellen, und als Vitamin D wird von Mc Collum 
ein zweites fettlösliches und von Funk ein anderes wasserlösliches Vitamin 
bezeichnet. Neuerdings ist von deutscher Seite [Aron (1)] eine innerlich 
begründete Einteilung, nämlich eine Unterscheidung auf Grund der bio- 
logischen Wirkung vorgeschlagen worden, wie sie bei den Fermenten all- 
gemein angenommen worden ist. Nach dieser Einteilung ist von resistenz- 
erhöhendem Nährstoffaktor, ansatzförderndem und antiskorbutischem zu 
sprechen. Abderhalden (6) scheint dieser Ansicht beizupflichten, denn er 
schreibt: „Es wird, solange man das oder die den einzelnen Wirkungen 
zugrunde liegenden Prozesse nicht kennt, zweckmäßig sein, Ausdrücke 
zu wählen, die die Art des Einflusses der Substanzen kennzeichnen, ohne 
darüber hinaus einen etwaigen Hinweis auf eine mögliche Struktur zu geben“. 
Demzufolge spricht Abderhalden neuerdings von ‚„Atmungs-, Wachstums- 
und Erhaltungsstoffen‘“. Ein innerlich so gut begründetes Einteilungs- 
prinzip wie dieses ist bei dem gegenwärtigen Stand der Kenntnisse ohne 
Zweifel als das zweckmäßigste anzuerkennen, ist doch die biologische 
Wirkung beim Fehlen jeder näheren. Vorstellung über den chemischen 
Aufbau der Vitamine vorläufig das einzig Greifbare. Die Einteilung nach 
der biologischen Wirkung wird aber selbst von Aron nicht konsequent 
durchgeführt. Aron und Gralka (1) stellen vielmehr zunächst zwei Haupt- 
gruppen auf: die wasserlöslichen und die fettlöslichen Faktoren, und teilen 
erst die Untergruppen nach der biologischen Wirkung ein. Dieses Einteilungs- 
prinzip stellt also vorläufig einen Rahmen dar, zu dem das Bild auf Grund 
neuer experimenteller Untersuchungen erst zusammengesetzt werden muß. 


Über die Beziehungen zwischen Vitaminwirkung und Vitaminmenge 
existieren nur wenige und zum Teil sich widersprechende Angaben, da die 
Messung der Vitaminwirkung noch mit zu großen Schwierigkeiten zu kämpfen 
hat. Und doch sind genaue Angaben über die Wirksamkeit der vitamin- 
haltigen Nahrungsmittel und die zur Vorbeugung und Heilung der ver- 
schiedenen Avitaminosen erforderlichen Mengen dieser Stoffe unbedingtes 
Erfordernis für zielbewußtes therapeutisches Handeln. Diese Forderung 
ist um so energischer deshalb zu erheben, weil nach neueren Erfahrungen 
die Wirksamkeit der vitaminhaltigen tierischen und besonders pflanzlichen 
Nahrungsstoffe in Abhängigkeit von zum Teil geklärten, zum Teil noch 
ungeklärten Faktoren großen Schwankungen unterliegt. 

Die Schwierigkeiten, die sich der quantitativen Messung der Vitamin- 
wirkung entgegenstellen, sind auf mehrere Momente zurückzuführen. Man 
denke an den vorher besprochenen Mangel einer genügenden Charakteri- 
sierung der Vitamine, an das gewöhnlich gemeinschaftliche Vorkommen 
mehrerer Vitamine in der Natur, an die gegenseitige Abhängigkeit gewisser 
Vitamine bei ihrer Wirkung und an die Notwendigkeit, die Messung 
großenteils mit langwierigen Tierexperimenten vorzunehmen. Man wird 
deshalb, wenn man die Messung der Vitaminwirkung mit neuen Experi- 
menten fördern will, zunächst sich ein bescheidenes Ziel stecken und eine 
möglichst leicht übersehbare Versuchsanordnung wählen müssen. 
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Es wird im folgenden immer von der Messung der Vitaminwirkung 
und nicht der Vitamine, und von der Wirksamkeit der vitaminhaltigen 
Nahrungsstoffe und Vitaminpräparate und nicht von ihrem Gehalt an 
Vitaminen gesprochen werden. Denn es kann ja nur die Wirkung gemessen 
werden und die Wirksamkeit braucht nicht dem Gehalt zu entsprechen. 
Man denke z.B. an die Verhältnisse bei den Fermenten; zwei Lösungen 
mit gleichen Zusätzen einer Fermentlösung können bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration ganz verschiedene Wirksamkeit haben. Für 
die Wirksamkeit ist die Menge des wirksamen Prinzips nur eine der Be- 
dingungen. 

Der Plan der vorliegenden Arbeit weist also auf zwei Ziele hin, auf 
neue Möglichkeiten zur schärferen Charakterisierung einzelner Vitamine 
und auf eine Messung von Vitaminwirkungen. Die Vitamingruppe, die 
Mittelpunkt der folgenden Untersuchungen sein soll, ist die Gruppe der 
wasserlöslichen wachstums- oder ansatzfördernden Faktoren, zweifellos eine der 
am wenigsten erforschten aller Vitamine, eine Vitamingruppe, die nach 
dem Urteil einiger Autoren [Aron (7), Fröhlich (14)] berufen scheint, eine 
bedeutsame Rolle in der pädiatrischen Klinik zu spielen. Das folgende 
Kapitel soll die Berechtigung für die Aufstellung einer derartigen Vitamin- 
gruppe erweisen, sowie eine kurze Übersicht über das, was bisher über die 
Faktoren dieser Gruppe bekannt geworden ist. 


II. Die wasserlöslichen wachstumsfördernden Vitamine. 


Bei der folgenden Besprechung werden aus der Gruppe der wasser- 
löslichen wachstumsfördernden Vitamine diejenigen berücksichtigt werden. 
die bereits eine etwas eingehendere Bearbeitung erfahren haben. Es sind 
dies die Faktoren, die das Wachstum der Hefe, der Bakterien und der 
höheren Organismen zu beeinflussen vermögen. 

Die Berechtigung zur Einordnung dieser Faktoren in eine gemeinsame 
Gruppe wird darin gesehen, daß das Wachstum ein biologischer Vorgang 
ist, der sich in der ganzen belebten Welt in gleicher Weise abspielt. Wachstum 
kann in Anlehnung an die Anschauungen der Physiologen und Pädiater 
als die in morphologischem und chemischem Sinne artgemäße Entwicklung 
definiert werden. Der Ausdruck des Wachstums ist allerdings bei Mikro- 
und Makroorganismen verschieden. Er gipfelt im wesentlichen bei den 
Mikroorganismen in der Vermehrung der Anzahl der Individuen, bei den 
Makroorganismen in der Massenzunahme des Einzelindividuums. 

Gegen diese Auffassung werden vielleicht zwei Einwände erhoben werden: 
1. Der Mangel jedes Vitamins hemmt das Wachstum; jedes Vitamin kann also 
als wachstumsfördernd angesprochen werden. 2. Die Wachstumsförderung 
von Mikro- und von Makroorganismen scheint trotz der Ähnlichkeit des 
zugrunde liegenden biologischen Vorganges wenig Gemeinsames zu haben, 
denn beim Mikroorganismus wird das Wachstum einer Zellart stimuliert, 
beim Makroorganismus hingegen eine große Zahl verschiedener Zellarten mit 
spezifischer Funktion. Dem ersten Einwand gegenüber ist darauf hinzu- 
weisen, daß die Wachstumsförderung bei einzelnen Vitaminen, z. B. beim 
antiskorbutischen, nur eine Nebenwirkung ist, bei anderen, z. B. den oben 
erwähnten, die einzige bisher bekannte. Nominatio fit a fortiori (vgl. später). 
Dem zweiten Einwand kann entgegengehalten werden, daß das Wachstum 
der Makroorganismen wohl als reguliert durch ein Zentralorgan vorgestellt 
werden muß, wobei dahingestellt bleiben mag, ob dieses Organ das Sexual 
organ, die Thymusdrüse oder ein anderes Organ ist. Folgt man dieser 
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Annahme, so ist der Zellkomplex, der vom wachstumsfördernden Vitamin 
unmittelbar beeinflußt wird, beim Makroorganiemus von derselben Einheit- 
lichkeit wie beim Mikroorganismus. 


A. Das hejewachstumsfördernde Vitamin. 


Wildier (34) hat bereits im Jahre 1901 durch eingehende experimentelle 
Untersuchungen festgestellt, daß für das Wachstum der Hefe eine be- 
sondere Substanz notwendig ist. Diese Substanz, von ihm ‚„‚Bios‘‘ genannt, 
fehlt nach seinen Beobachtungen in den künstlichen Nährlösungen, ist aber 
in der Bierwürze und in wachsenden Hefekulturen vorhanden. Die Fest- 
stellungen Wildiers sind damals nicht verständlich gewesen und nach 
heftiger Diskussion abgelehnt worden ; später wurden sie von verschiedenen 
Forschern nachgeprüft und bestätigt (z. B. Williams, Bachmann). Williams 
hat sogar eine quantitative Methode der das Hefewachstum fördernden 
Substanzen ausgearbeitet. Verschiedene Autoren [Bachmann, Williams, 
Funk und Dubin (3), Swoboda] haben eine Übereinstimmung dieser Substanz 
mit dem B-Vitamin angenommen und deshalb die Beschleunigung des 
Hefewachstums als Maßstab für die quantitative Bestimmung des Gehalts 
an Vitamin B empfohlen. Diese Identifizierung ist aber nach den jetzt 
vorliegenden Tatsachen als irrig zu bezeichnen. Williams und Olsen schließen 
auf Grund der früheren Veröffentlichungen und eigener Erfahrungen, 
daß diese beiden Substanzen zwar in vieler Hinsicht ähnlich, aber doch 
in ihrer Löslichkeit und Fällbarkeit verschieden sind (vgl. später). Funk 
hat für das Hefewachtumsvitamin die Bezeichnung Vitamin D vor- 
geschlagen. 


B. Das bakterienwachstumsfördernde Vilamin. 


Über die Tatsache, daß Bakterien durch vitaminartige Stoffe im Wachs- 
tum beschleunigt werden, existieren mehrere Mitteilungen; spärlich ist 
dagegen die Zahl der Bakterienarten, deren Vitaminbedürfnis näher unter- 
sucht worden ist. Denn wenn auch die Beobachtung Bertrands über die 
Bedeutung von Hefeauszug für die Züchtung des B. xylinum (1904), sowie 
die Empfehlung Noguchis (1911) betreffs Zusatz von sterilem Hodengewebe 
zur Züchtung von Spirochäten bereits viele Jahre zurückliegen, so ist 
die richtige Erkenntnis dieser Vorgänge wesentlich später, nämlich in den 
Kriegsjahren gekommen. Erst zu dieser Zeit hat deshalb eine zielbewußte 
Untersuchung der Wachstumsbeschleunigung von Bakterien durch vitamin- 
artige Stoffe beginnen können. Als erste hat wohl Dorothy J. Lloyd (24) 
darauf hingewiesen, daß das Wachstum frisch aus den Organen gezüchteter 
Meningokokken durch solche Stoffe wesentlich gefördert werden kann. 
Diese Beobachtungen sind später verschiedentlich bestätigt und ergänzt 
worden. [Ältere Literatur siehe bei Funk (3)]. Es hat sich in diesen Unter- 
suchungen feststellen lassen, daß auch andere Bakterien durch den Zusatz 
von Organextrakten und von pflanzlichen Abkochungen in ihrem Wachstum 
gefördert werden. DBegreiflicherweise ist die Aufmerksamkeit besonders 
auf die schwer züchtbaren Bakterienarten wie Meningokokken, Gonokokken 
und Influenzabazillen hingelenkt worden. Die systematische Bearbeitung 
der Frage über die Bedeutung der empirisch gefundenen und in der 
Bakteriologie oft angewendeten Zusätze von tierischen und pflanzlichen 
Extrakten steht aber noch aus. Es läßt sich deshalb bisher noch nicht 
klar sagen, wieweit die beschriebene wachstumbeschleunigende Wirkung 
von Blut, Serum, Ascites, Gehirn, Fleisch, Extrakten aus Hefe, Kleie, 
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Kartoffeln, Karotten u.a. als reine Vitaminleistung zu betrachten ist, 
und wieweit eine Wirkung anderer Art, z. B. die Zufuhr wichtiger Eiweiß- 
bausteine oder von Hämoglobin mit hineingespielt. In jüngster Zeit hat 
Leichtentritt (21) den Versuch gemacht, mit Hilfe des Phänomens der 
Wachstumsbeschleunigung von Bakterien durch vitaminartige Stoffe die 
bakteriologische Diagnose am Krankenbett zu fördern; er hat insbesondere 
die Beschleunigung des Wachstums von Diphtheriebazillen und schlecht 
wachsenden Staphylokokken durch Citronensaft studiert. Leichtentrit 
und Zielaskowski (22) haben diese Versuche fortgesetzt und kürzlich darüber 
berichtet, daß das Wachstum einiger Vertreter der Typhus-Koligruppe 
auf einem künstlichen Nährboden durch Citronensaft deutlich gefördert 
wird. Es kann also als bewiesen gelten, daß wenigstens einige Bakterien- 
arten auf Vitaminzufuhr mit einer Wachstumsbeschleunigung antworten; 
die Bakterien scheinen aber nicht in gleicher Weise auf die Zufuhr vitamin- 
haltiger Stoffe angewiesen zu sein, wie die höheren Organismen. Möglicher- 
weise sind einzelne Bakterienarten von der Vitaminzufuhr gänzlich un- 
abhängig. Nach den bisherigen Beobachtungen ist es möglich, daß eine 
kleine primäre Vitaminmenge genügt, um manche Bakterien dauernd 
von der Vitaminzufuhr unabhängig zu machen. Als pflanzliche Organismen 
scheinen die Bakterien oft zur synthetischen Bildung vitaminartiger Stoffe 
befähigt zu sein. Ein Beispiel von Vitaminsynthese liefern die interessanten 
Untersuchungen von Pacini und Russel (29). Ausgehend von der Beobachtung, 
daß Typhusrekonvaleszenten oft ein ganz bedeutendes Körperwachstum 
zeigen, haben diese Autoren Typhusbazillen auf gewöhnlichem vitamin- 
freien Uschinsky-Nährboden wachsen lassen und sauren alkoholischen 
Extrakt aus den Bakterien sowie den zurückgebliebenen Nährboden an Ratten 
auf Vitaminwirksamkeit geprüft. Mit dieser Anordnung hat die Anwesenheit 
von Vitamin in den Leibern der auf vitaminfreien Nährböden gewachsenen 
Typhusbazillen erwiesen werden können. 


C. Das für höhere Organismen wirksame wachstumsfördernde Vitamin. 


Der für die Klinik interessanteste Faktor ist das im Tierversuch und 
beim Menschen wirksame wachstumsfördernde Vitamin. Will man das 
Fazit aus den bisherigen Untersuchungen über diesen Faktor ziehen, 
so kann nach dem Ergebnis der verschiedenen Experimente an wachsenden 
Tieren an der Existenz eines für Tiere wirksamen wachstumsfördernden 
Faktors sowie an seiner Zugehörigkeit zum Komplex des ‚„B-Vitamins“ 
nicht mehr gezweifelt werden. Die im Tierversuch erzielten Resultate 
können aber nicht ohne weiteres auf den Menschen übertragen werden. 
Die Befolgung dieser Grundregel der Biologie scheint bei der Vitaminlehre 
besonders wichtig zu sein. Es sei zum Beweis an die verschiedene Wirksam - 
keit des antiskorbutischen Vitamins bei den einzelnen Tierarten erinnert 
[vgl. Hess (18)]. Da sich also die Beurteilung der auf den Menschen wirkenden 
Substanz letzten Endes auf Versuche an Menschen stützen muß, wird sie 
wegen der Unvollständigkeit der bisherigen Ergebnisse sowie wegen der 
Undurchsichtigkeit der Bedingungen des klinischen Versuchs vorläufig 
noch schwierig sein. Die Möglichkeit, eine vollständige vitaminfreie Grund- 
nahrung anzuwenden, gibt dem Tierexperiment Bedingungen, wie sie im 
klinischen Versuch nicht nachgeahmt werden können. Beim Menschen 
wird der Nachweis der Wachstumsförderung kaum anders wie durch das 
Aufhören eines bestimmt charakterisierten Gewichtsstillstandes nach 
Vitaminzusatz möglich sein; und auch dieses Ergebnis wird oft genug noch 
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mehrdeutig sein. Was die bisherigen Ergebnisse betrifft, so muß zugegeben 
werden, daß weder die Fälle Arons (7) noch die Fröhlichs (14) die Existenz 
dieses Faktors klar zu beweisen vermögen. Die Zahl der Fälle ist zu klein 
für ein Urteil, der Verlauf der Kurven auch anders zu deuten, und schließlich 
sind in den benutzten Vitaminpräparaten (Rubio, Metagen) alle Vitamine 
enthalten, so daß ein Schluß auf die Wirkung eines bestimmten Faktors 
nicht ohne weiteres berechtigt erscheint. Der Gehalt von Rubio an anti- 
skorbutischem Vitamin z. B. ist durch die Beobachtungen von Aron (7), 
Freudenberg (13), Davidsohn (10) und Gralka (16) sichergestellt. Für die 
Existenz des wachstumsfördernden Faktors spricht es, daß Rubio auch 
durch zweistündiges Kochen bei alkalischer Reaktion, d. h. unter für das 
antiskorbutische Vitamin ungünstigen Bedingungen in seiner ansatz- 
fördernden Fähigkeit nicht nachweisbar geschwächt wird (Aron). 

Schließlich weist Aron mit Recht darauf hin, daß die Existenz des für 
Menschen wirksamen Faktors schon wegen der analogen Beobachtungen 
an clen verschiedenen niederen und höheren Organismen wahrscheinlich ist. 
Man wird deshalb vorläufig sich mit der Feststellung begnügen müssen, 
daß die Existenz eines für den Menschen wirksamen Faktors zwar sehr 
wahrscheinlich, aber klinisch noch nicht bewiesen ist, und wird auch die 
Frage nach den gegenseitigen Beziehungen der ansatzfördernden Faktoren 
späteren Untersuchungen überlassen müssen. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß die wachstumsfördern - 
den Vitamine wegen der Ähnlichkeit ihrer biologischen Wirkung zu einer 
Vitamingruppe vereinigt werden können. Die einzelnen wachstumsfördernden 
Vitamine sind aber noch recht unscharf begrenzt und ikre gegenseitigen 
Beziehungen noch wenig bekannt. Zur Durchführung des anfänglich be- 
zeichneten Versuchsplanes ist die Messung der Leistung von Faktoren 
dieser Vitamingruppe als das erste Ziel der Arbeit gewählt worden. 


III. Experimentelle Untersuchungen über die quantitative Messung der 
Wirksamkeit der bakterienwachstumsfördernden Substanz. 

Den Verfahren, die für die Messung von Vitaminen und vitamin- 
artigen Stoffen bisher angegeben worden sind, haften noch mehr oder 
minder erhebliche Mängel an. Diese Mängel bestehen zum Teil in der 
Vieldeutigkeit, zum Teil in der großen Umständlichkeit und Kost- 
spieligkeit der Methoden. Was insbesondere die wachstumsfördernden 
Faktoren betrifft, so ist eine quantitative Messung vorläufig nur für 
die hefewachstumsfördernde Substanz eingehender studiert worden 
(Literatur s. bei Funk, Aron und Gralka). Obwohl auch dieses Verfahren 
noch umständlich ist und in den Ergebnissen nicht immer eindeutig 
zu sein scheint, so dürfte es doch die Bestimmung der hefewachstums- 
fördernden Wirkung mit einer gewissen Genauigkeit gestatten. 

Für eine weitere Förderung der Kenntnisse über die wachstums- 
fördernden Faktoren im Sinne des anfangs skizzierten Arbeitsplanes 
dürfte deshalb die Messung der das Wachstum von Bakterien und 
höheren Organismen beschleunigenden Substanzen in erster Reihe in 
Betracht kommen. Im folgenden sollen die Versuche besprochen werden, 
die auf die Ausarbeitung eines Verfahrens zur quantitativen Messung 
der bakterienwachstumsfördernden Wirkung hinzielen. 
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Die auf Hefen und Bakterien wirksamen Faktoren werden hier 
trotz der nahen Verwandtschaft beider Arten entsprechend dem Ge- 
brauch in der Literatur gesondert betrachtet. So wahrscheinlich auch 
die Identität dieser Faktoren sein mag, sie ist bisher experimentell 
nicht bestätigt worden. Sollte durch neue Untersuchungen die Identität 
dieser Faktoren bewiesen werden können, so wird man Hefen und 
Bakterien als Substrat für die Prüfung des gleichen wachstumsfördernden 
Faktors verwenden können. Berücksichtigt man die Schwierigkeiten, 
welche die Züchtung geeigneter Hefearten im Vergleich zu denen 
anspruchsloser Bakterien bieten, und die größere Haltbarkeit der Auf- 
schwemmung von Bakterien, was besonders für die optischen Methoden 
von Bedeutung werden wird, so verdienen bei einer Identität der für 
Hefen und Bakterien wirksamen Faktoren die Bakterien als Substrat 
zweifelsohne den Vorzug. Aus diesem Grunde ist ganz unabhängig 
von der Identitätsfrage, deren Prüfung auch in Aussicht genommen ist, 
in den folgenden Untersuchungen der bakterienwachstumsfördernde 
Faktor studiert worden. 

Der Versuch, die Wirksamkeit des bakterienwachstumsfördernden 
Faktors zu messen, bedeutet den Versuch zur Messung des Bakterien- 
wachstums unter dem Einfluß vitaminhaltiger Zusätze. Er hat lange 
methodische Vorarbeiten erfordert. Die erste Frage hat der Wahl eines 
geeigneten Bakteriums gegolten. 

Daß nicht alle Bakterien in gleicher Weise vitaminbedürftig sind, 
ergibt sich aus dem früher Gesagten. Zur Wahl des geeigneten Bakteriums 
sind besondere Voruntersuchungen angestellt worden. Zum Nachweis 
der Wachstumsbeschleunigung ist für die Vorversuche die Methode 
von Leichtentritt und Zielaskowski (22) benutzt worden. 

Als Vitaminträger dienten Apfelsinensaft, neutralisierter Citronen- 
saft, Preßsaft aus Weißkohl, Rhabarber und anderes. Der Apfelsinen- 
saft wurde teils frisch, teils gekocht verwendet, die übrigen Säfte alle 
gekocht. Die Saftmenge betrug 0,5 ccm; der Nährboden war stets Agar. 

Die folgende Zusammenstellung zeigt das Resultat der Vorversuche: 

Die Wachstumsbeschleunigung ist: 








stark bei l mäßig bei TI fehlend bei 
Pyocyaneus Diphtherie Geflügelcholera 
Typhus Staphylococcus | Crassus 
Coli Streptococcus Cholera 
Flexner Friedländer . Tetragenus 
Shiga ı Melitensis 
Gärtner ' Milzbrand 
Metschnikoff ; Pneumococcus 
Prodigiosus : Subtilis 

' Pertussis 


Rotlauf 
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Von jeder Bakterienart wurde nur ein Stamm, bei einigen, z.B. 
Diphtherie, Typhus, Koli u. a. wurden mehrere Stämme geprüft. Die Ab- 
lesung des endgültigen Resultats erfolgte in der Regel nach 10 bis 24 Stunden; 
bei dem im Zimmer gehaltenen Prodigiosus wurde das Beschleunigungs- 
maximum nach 48 Stunden festgestellt. 


Ein greifbarer Unterschied in Abhängigkeit von der Art des an- 
gewendeten Saftes bzw. seiner Vorbehandlung (Kochen) hat sich bei 
diesen Vorversuchen nicht ergeben (vgl. später). Das allmähliche Ein- 
holen des beschleunigten Wachstums durch die Kontrollkulturen, auf 
das Leichtentritt und Zielaskowski aufmerksam machen, hat mehrfach 
beobachtet werden können. 

Auf Grund dieser Vorversuche ist der Kolibazillus als am meisten 
geeignet befunden worden. Der nicht pathogene Charakter, die relative 
Anspruchslosigkeit, das schnelle Wachstum und die Empfindlichkeit 
gegenüber dem Vitaminzusatz wiesen auf ihn hin. In den späteren 
Versuchen kamen noch zwei andere Eigenschaften des Kolibazillus 
zustatten, nämlich seine Agglutinabilität durch ein entsprechendes 
Serum und seine starke reduzierende Fähigkeit gegenüber bestimmten 
Farbstoffen. 

Für die Hauptzahl der Versuche ist ein Kolistamm Ciska verwendet 
worden, der ebenso wie das ihn agglutinierende Serum (das im Handel 
befindliche Koliserum dieser Fabrik) von den Sächsischen Serumwerken 
Dresden freundlichst zur Verfügung gestellt worden ist. 

Bei den Bemühungen um ein für diese Versuche geeignetes Nähr- 
substrat ist die Wahl zunächst auf eins der im Laboratorium üblichen, 
auf denen der Kolibazillus gut wächst, gefallen. Diese Nährsubstrate 
können als vitaminarm angesprochen werden. Die Förderung des 
Wachstums auf synthetischen, aus chemisch reinen Produkten zu- 
sammengesetzten, also absolut vitaminfreien Nährböden ist eine Frage, 
die noch besonderen Untersuchungen überlassen bleiben muß. Welchem 
der üblichen Nährböden ist aber der Vorzug zu geben, einem festen 
oder einem flüssigen? Leichtentritt und Zielaskowski haben fast aus- 
schließlich die Agarplatte, also einen festen Nährboden verwendet. 
Ein flüssiger Nährboden, wie Bouillon, dürfte geeigneter sein. Er bietet 
eine bessere Möglichkeit für Zusätze von Säften und Pufferlösungen 
sowie für die Diffusion der Nährstoffe und Stoffwechselprodukte, d. h. 
er leistet größere Gewähr dafür, daß während der Versuchsdauer die 
gewünschte Reaktion!) erhalten und das Substrat so gut wie nur 


1) Als die gewünschte Reaktion wurde ein Do = 7,4 angesehen. Sie 
wurde in der Regel durch Zusatz von 1,0 cem eines Gemisches von einem Teil 
n/3 primärem zu vier Teilen n/3 sekundärem Natriumphosphat auf 10,0 ccm 
Nährsubstrat erreicht, da die notwendigen Saftmengen gewöhnlich sehr 
klein waren. Soll die zu untersuchende Saftmenge einmal größer sein (etwa 
mehr als 1,0 ccm des Originalsaftes), so müssen stark saure Säfte, wie 
Citronen-, Tomaten- und Rharbarbersaft, zuvor neutralisiert werden. 
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möglich durchmischt bleibt. Gegen die Verwendung fester Nährböden 
spricht auch, daß sich Agar- und Gelatineplatten durch den Puffer- 
zusatz (l bis 2ccm eines Gemisches von n/3 primärem und n/3 sekun- 
därem Natriumphosphat im Verhältnis 1:4 (pa = 7,4) auf 10 ccm 
Agar bzw. Gelatine) sowie durch Zusatz von Fruchtsäften häufig 
trüben. Solche Platten verlieren ihre Homogenität und bekommen 
Streifen, die sich mikroskopisch als Kristalle und amorphe Massen 
zu erkennen geben und die Zählung der Kolorien sehr erschweren. 
Bouillon enthält geringe Mengen von Faktor B. 


Infolge der Wahl eines flüssigen Nährbodens mußte für die Haupt- 
versuche auf das von Leichtentritt und Zielaskowski benutzte MeBver- 
fahren verzichtet werden. Dieser Verzicht wurde erleichtert durch die 
Erkenntnis, daß das Plattenverfahren sich zwar für die Zwecke der 
genannten Autoren als geeignet erwiesen hatte, für quantitative Unter- 
suchungen aber viel zu grob und ohne Möglichkeiten zur Verfeinerung 
erschien. Seine Hauptfehlerquellen dürften in folgenden Momenten 
liegen: 1. Bei der Beimpfung ist es nicht möglich, die gesamte Ober- 
fläche der Platte auszunutzen, 2. ein von Zufälligkeiten abhängendes 
Zusammenklumpen von Keimen kann nicht verhütet werden, 3. ver- 
schiedene Stellen der Platte zeigen oft widerspruchsvolle Resultate, 
wahrscheinlich als Folge des Zusammenklumpens bei der Beimpfung. 


Für die Messung des Bakterienwachstums in Nährlösungen sind 
zwei Wege gangbar, die direkte Messung, d. h. die Bestimmung der 
Keimzahl, oder die indirekte, d. h. die messende Verfolgung einer 
Bakterienfunktion, wie Säurebildung, Gärung und Sauerstoffzehrung 
als Ausdruck des Keimzuwachses. 


A. Die direkten Meßmethoden. 
a) Messung durch das Plattenzählverfahren. 

Das am häufigsten geübte Verfahren zur direkten Bestimmung 
der Keimzahl einer Nährlösung ist wohl das Plattenzählverfahren. 
Das Plattenzählverfahren ist zwar genau, aber umständlich. Wenn 
es trotzdem für eine größere Anzahl von Untersuchungen benutzt 
worden ist, so geschah es wegen des Vergleichs mit den übrigen Methoden 
und zur Beantwortung bestimmter Fragen. 

Indem auf die Mitteilung der methodischen Einzelheiten verzichtet 
wird, sei hier als Resultat dieser Versuche folgendes hervorgehoben: 

Durch den Zusatz geringer Mengen verschiedener Obst- und Ge- 
müsepreßsäfte erfährt das Bakterienwachstum eine starke, durch das 
Plattenzählverfahren nachweisbare Beschleunigung. Das Maximum 
dieser Beschleunigung, die als Vitaminwirkung aufgefaßt wird (vgl. 
später), liegt bei etwa 6 Stunden Wachstumsdauer. 
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Über die Art der Vitaminwirkung erfährt man aus den Versuchen, 
daß der fördernde Faktor das Wachstum nur im Anfang beschleunigt, 
und daß sich der Wachstumsvorsprung schließlich ausgleicht. 


bi Messung durch Zählkammerzählung. 

Da das Plattenzählverfahren für die vorliegenden Zwecke recht 
umständlich ist, lag es nahe, eine direkte Keimzählung, z. B. die Wright- 
sche Zählmethode oder die Zählung in einer Blutkörperchenzählkammer 
zu versuchen. | 

Die Wrightsche Zählmethode ist nach Soltmann (32) für derartige Zwecke 
nicht praktisch. Die Zählkammermethode ist zur Bakterienzählung zuerst 
von Hueppe und Lafar empfohlen worden, später von Winterberg, Reiter, 
Murry u.a. Soltmann hat sie zur Prüfung der Konzentration von Cholera- 
Impfstoffen mit gutem Erfolge benutzt. Ein Vorteil dieser Methode ist 
ihre Schnelligkeit. Der Geübte kann eine Zählung in einigen Minuten 
beenden, während beim Plattenzählverfahren das Resultat bestenfalls 
am anderen Tage, eventuell erst nach mehreren Tagen unter Anwendung 
etwa der gleichen Zeit zu erzielen ist. 


Für die folgenden Untersuchungen ist deshalb die Zählkammer- 
zählung herangezogen worden. Als Zählkammer ist die Bürkersche 
benutzt worden; sie hat den Vorzug, die gleichzeitige Einfüllung von 
zwei Proben zu gestatten. 

Der Vergleich der Messung durch die Zählkammerzählung mit der 
durch das Plattenverfahren hat ergeben, daß das Bakterienwachstum 
sowohl in den Vitamin- wie in den Kontrollkulturen bei der Messung 
nach dem Plattenverfahren regelmäßig größer erscheint als bei der 
Zählung in der Kammer. Berücksichtigt man diesen Unterschied, so 
stimmt das Endergebnis beider Verfahren befriedigend überein. Da 
ja alle für die Messung der Vitaminwirkung vorgeschlagenen Methoden 
relative sind, erübrigt es sich, hier näher auf die Differenz der beiden 
Methoden einzugehen. 


c) Messung durch das volumetrische Verfahren. 

Bei weiterem Suchen nach einem bequemen Meßverfahren ist an 
eine volumetrische Methode’ gedacht worden, nämlich an die volu- 
metrische Messung des durch Zentrifugieren gewonnenen Bakterien- 
bodensatzes. 

Eine derartige Methode ist für Keimzahlbestimmungen zuerst von - 
Rosental beschrieben worden. Später hat sie Dicht! (11) eingehend 
studiert. Beide Autoren kommen zu einer günstigen Beurteilung. 

Bei der Anwendung dieses Verfahrens für die vorliegenden Zwecke 
haben sich zunächst zwei fast unüberwindbar erscheinende Schwierig- 
keiten entgegengestellt: die langsame und unvollkommene Sedi- 
mentierung von Bouillonkulturen sowie die Neigung der Fruchtsäfte 
zur Bildung von Trübungen und eigenen Sedimenten. 
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Dicht (11) hat schon nachdrücklich darauf hingewiesen, daß die 
Bakterienaufschwemmung für den Sedimentierversuch von Agarkulturen 
herrühren muß, da sich Bouillonkulturen auch nach mehrmaligem Aus- 
waschen mit Kochsalzlösung nicht klar zentrifugieren lassen. 

Die langsame und unvollkommene Sedimentierung der Koli- 
bouillonkulturen kann durch Zusatz von einem Tropfen eines stark 
agglutinierenden Serums erfolgreich behoben werden. Es wurde hierfür, 
wie erwähnt, das im Handel befindliche Koliserum der Sächsischen 
Serumwerke benutzt, das den Stamm Ciska noch in einer Verdünnung 
von 1: 6000 agglutinierte. 

Für die Erlangung klarer, sedimentfreier Fruchtsäfte hat es 
mühsamer und langwieriger Versuche bedurft. 

Das Sediment der verschiedenen Säfte ist dem äußeren Anschein 
nach nicht gleichartig. Daß es jedenfalls nicht immer aus Phosphaten 
besteht, hat nachgewiesen werden können. Zuweilen, aber keineswegs 
regelmäßig, gelingt die Klärung durch scharfes, eventuell wiederholtes 
Zentrifugieren. Mitunter setzt sich nach 24stündigem Stehen ein 
Niederschlag ab, der abzentrifugiert werden kann. Immer wiederholtes 
Filtrieren durch Papier kann auch zum Ziele führen. 

Eine vorzügliche Klärung kann durch Filtration mit dem de Haen- 
schen Membranfilter erreicht werden. Man gewinnt so wasserklare, 
mehr oder minder gefärbte Filtrate und bei Verwendung eines bakterien- 
dichten Filters auch sterile Filtrate. Das bakterienwachstumsfördernde 
Vitamin passiert — wie schon beiläufig hier erwähnt sein mag — das 
bakteriendichte Filter ın unverminderter Menge. Leider ist dieses Ver- 
fahren aber kostspielig und mühsam. Die Filter brechen leicht, müssen 
vor Verwendung auf Bakteriendichtigkeit geprüft werden und filtrieren 
mitunter sehr langsam. Größere Mengen Filtrat zu gewinnen, ist 
deshalb oft schwierig. 

Schließlich hat sich als bequemster Weg starke, gewöhnlich zehn- 
fache Verdünnung des Fruchtsaftes erwiesen. 

Stark verdünnte Säfte setzen kein Sediment mehr ab, oder können 
leicht klar zentrifugiert werden. Eine Verdünnung des Saftes ist anfangs 
vermieden worden, weil der Plan bestand, optimal wirkende Vitamin- 
mengen zu bestimmen. Im Laufe der Untersuchung ist aber der ur- 
sprüngliche Plan geändert worden; an Stelle des Optimums wurde 
später ein anderes Maß der Vitaminwirkung aufgesucht (s. darüber 
später). Für diese Untersuchungen konnten stark verdünnte Säfte 
benutzt werden. 

Zur Ablesung des Volumens der Bakterienernte sind die Tromms- 
dorfschen Zentrifugierröhrchen verwendet worden. 

Leider zeigen die meisten im Handel befindlichen Röhrchen einen 
scharfen Knick am Ansatz der graduierten Kapillare. Solche Röhren 
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sind unbrauchbar, da ein Teil des Sediments regelmäßig in dem durch 
den Knick gebildeten Winkel haften bleibt. Röhrchen mit nach oben 
konisch auslaufender Kapillare gestatten dagegen eine bequeme und 
genaue Ablesung. | 


Der Sedimentierversuch spielt sich folgendermaßen ab: Eine Reihe 
von Reagenzgläsern wird beschickt mit je 5,0 cem doppelt konzentrierter 
Bouillon, 1,0 ccm Phosphatgemisch, 3,0 ccm Saft in von Röhrchen zu Röhr- 
chen um die Hälfte abfallender Konzentration sowie 1,0 cem der Standard- 
Koliaufschwemmung. Die Kontrolle hat 3,0 ccm Wasser an Stelle von Saft. 
Nach vierstündigem Aufenthalt im Brutschrank von 37°C werden von den 
gut umgeschüttelten Röhrchen mit der Pipette je 5 ccm entnommen und 
sofort in ein Trommsdorfsches Röhrchen eingefüllt. Dann wird je 1 Tropfen 
des agglutinierenden Serums hinzugesetzt und zentrifugiert. Es empfiehlt 
sich, die Proben nach Zusatz des Serums für eine Viertelstunde in den 
Brutschrank oder besser in ein Wasserbad von 37° zu stellen zwecks Be- 
schleunigung der Agglutination. Auf den Eintritt einer deutlich sichtbaren 
Agglutination braucht nicht gewartet zu werden; übrigens ist der Beginn 
der sehr feinflockigen Agglutination der Kolibakterien makroskopisch oft 
kaum zu erkennen. Es muß mit elektrischer Zentrifuge (3000 Umdrehungen 
in der Minute) zunächst eine Viertelstunde zentrifugiert werden. Dann 
erscheint die meistens schon geklärte Flüssigkeit noch getrübt durch einen 
am Rande des Glases befindlichen staubförmigen Bakterienbelag; dieser 
Belag kann mit der Platinöse abgekratzt werden. Das Zentrifugieren 
wird hierauf möglichst bis zur Konstanz des Sediments fortgesetzt. Durch- 
schnittlich muß eine halbe bis eine Stunde zentrifugiert werden. Wenn sich 
das Sediment in der Kapillare schlecht absetzt, muß es mit der Platinöse 
aufgerührt und nochmals zentrifugiert werden. Durch gleichzeitiges Zentri- 
fugieren des ganzen Versuchs in derselben Zentrifuge und mehrmalige 
Ablesung der Sedimentmenge kann man sich vor Irrtümern schützen, 
auch ohne die völlige Konstanz abgewartet zu haben. 

Um das Abbrechen der Kapillare zu verhüten, sind die Röhrchen beim 
Zentrifugieren in durchbohrte Korke zu stecken. 

Da das Wachstum der Bakterien 
auch nach der Agglutination fort- 
dauert, muß unnötiger Zeitverlust ver- 
mieden und das Resultat bald nach 
Beendigung des Zentrifugierens abge- 
lesen werden. Versuche, das Wachstum 
durch Zusatz von Formalin oder durch 
Aufkochen zu unterbrechen, haben 
gezeigt, daß diese Eingriffe Trübungen 
und störende Sedimente hervorrufen. 


Ein Vergleich des Sedimentierver- 
suchs mit dem Zählkammerverf ahren Abb. 1. Bakterien » Wachstumsbeschleunigung 
zeigt in der Regel gute Übereinstim- durch ‚steigende Mengen Apfelsinensaft, mit 
mung der Ergebnisse. Als Beispiel drei verschiedenen Methoden gemessen. 
mehrerer gleichartig ausgefallener Untersuchungen diene der in Abb. 1 
wiedergegebene Versuch. Auf der Abszisse der Abb. 1 ist die Saft- 
menge in geometrischer Progression abgetragen, auf der Ordinate die 
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Zunahme der Bakterien (mit verschiedenen Zeichen) nach dem Er- 
gebnis der Keimzählung, des Sedimentierversuchs und der Trübungs- 
messung (vgl. später). Die Abb. 1 zeigt, daß alle Ordinatenwerte be- 
friedigend beieinander liegen. 

Bei der volumetrischen Messung sind ausreichende Kontrollen 
für die Abwesenheit störender Niederschläge erforderlich. 


d) Messung durch die Bestimmung der Trübung. 

Als letztes der direkten Meßverfahren ist eine optische Methode 
versucht worden. Sie benutzt die Trübung, welche die Bakterien in 
flüssigen Nährlösungen durch ihr Wachstum bewirken, als Maßstab 
der Vermehrung. Da sich diese Methode als die praktisch brauchbarste 
erwiesen hat, sei etwas näher auf sie eingegangen. 

Daß in Bakterien-Kochsalzaufschwemmungen der Trübungsgrad der 
Keimzahl parallel geht und also einen Schluß auf die Keimzahl zuläßt, 
ist unter anderem bereits von Mohrmann (25) gezeigt worden. Die 
Richtigkeit dieser Behauptung hat durch eigene Untersuchungen be- 
stätigt werden können; als Beweis diene die Tabelle I, zų der eine weitere 
Erläuterung unnötig erscheint. 


Tabelle 1. 


Röhrchen | 1 2 3 4 5 | 6 
t cem ccm ccm ccm ccm ccm 












&) ne one (in physiolog. 





20 15 

b) Physiol. NaCl-Lösung. ..... . — ; 80 85 

Proz. | Proz. . | Proz. | Proz. 

c) Konzentration (Kontr. Nr. 6— 100) | 667 | 467 133 ` 100 

d) Durch Trübungsmessung (3 Parallel- 714 | 476 128 ` 100 

bestimmungen) gefundene Konzen- d 666 | 454 126 100 
tratıon 


i _113.602| 448 126 | 100 
e) Mittel aus l bis 3... ..... 1660 | 458 | 322 | 195 126 T 100 
-ı|-2|j-3|-.35; E — 


437 | 368 | 246 | 186 | 103 100 
— 34 |—21— 26| —7)— 22! — 


f) Abweichung e) gegenüber c). .. . 
g) Zählkammerzählung bezogen auf | 
Nr.6 = 100 Proz... . . . 2 2... 

h) Abweichung g) gegenüber c). ... 





Aus dem Ergebnis von Tabelle I kann noch nicht gefolgert werden, 
daß der Trübungsgrad auch ein brauchbarer Maßstab für das Bakterien- 
wachstum in Bouillonkulturen ist. Dieser Schluß ist an zwei Voraus- 
setzungen geknüpft; die erste Voraussetzung ist, daß diese Bouillon- 
kulturen gleichmäßige und für optische Messungen hinreichend haltbare 
Aufschwemmungen darstellen. Daß diese Voraussetzung zutrifft, hat 
experimentell leicht gezeigt werden können. Bedingungen sind geeig- 
netes Impfmaterial und nicht zu lange Wachstumsdauer. Zweite Voraus- 
setzung ist Gleichheit der durchschnittlichen Teilchengröße in den 
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optisch zu vergleichenden Aufschwemmungen; denn die Trübung ist 
von der Teilchengröße ebenso wie von der Teilchenzahl abhängig 
[vgl. Kleinmann (19)]. Die Bedeutung der Teilchengröße kann man sich 
durch folgende Versuche sehr leicht veranschaulichen: 

Versuch 1: Man fülle in zwei gleich weite Reagenzgläser je 1 ccm 
einer dicken Bakterienaufschwemmung und füge zu Röhrchen a 4 ccm 
destillierten Wassers, zu Röhrchen b d ccm physiologischer Kochsalz- 
lösung. Röhrchen a ist dann trotz der gleichen Teilchenzahl trüber 
als b. Grund ist die Zunahme der Teilchengröße durch Quellung in 
destilliertem Wasser. 

Versuch 2: Stellt man sich eine Aufschwemmung von Hefe und 
von Kolibakterien her, die in Leem die gleiche Keimzahl enthalten, 
so erscheint die Hefeaufschwemmung bei der optischen Messung viel 
trüber als die Koliaufschwemmung. Grund ist die verschiedene Teilchen- 
größe der Aufschwemmungen. 

Daß auch die zweite Voraussetzung, d. h. die Gleichheit der durch- 
schnittlichen Teilchengröße, bei der hier gewählten Versuchsanordnung 
zutrifft, wird durch die regelmäßige Übereinstimmung der Resultate 
bei Bestimmung des Trübungsgrades und der Keimzählung bewiesen. 
Als Beleg diene die Tabelle II. 





























Tabelle II. 

o © Röhrchen | 1 | 2 304 5 |6 
e S " eem _ ccm ` eem ccm | ccm ccm 

Apfelsinensaft 10fach mit dest. Wasser | | 
verdünnt zels anes m ua a ee N 20 | 0,75 | 0,19 |0,048 0,012 — 

Destilliertes Wasser auf 3,0 ccm aufgefüllt. 

Doppelbouillon . .. s. sses eae’ 1 50 |50 50 5,0 | 5,0 5,0 
Phosphatgemisch (pg = 7,4)... . . > 10 |10 !10 10:10 1.0 
Koliaufschwemmung (= Standardkoli) | 10 |10 | 10 | 1,0 | 1,0 L0 








Nach 4 Stunden Brutschrankaufenthalt bei 37°C. 

II Proz. Proz. ' Proz. Proz. Proz. | Proz. 

Trübungsmessung auf Nr. 6 = 100 Proz. ` a)312 | 227 , 151 135 119 | 100 
als Kontrolle bezogen in 2 Parallel- | 

‚ b)357 192 151 -7 131 113 











bestimmungen 6 b)357 192 | 151 1 (ul 100 
Mittel aus a) und b) ... 222... | 335 | 210 | 151 | 133 116 | 100 
Zählkammerzählung bezogen auf Nr. 6 | | 

= RE ER en aan en | 379 | 239 | 178 | 170 | 139 | 100 


Die Bestimmung der Keimzahl durch die Trübungsmessung ist 
natürlich nur ein relatives Maß. Die Durchführung der Trübungsmessung 
gestaltet sich praktisch sehr einfach bei Benutzung des von Mohr- 
mann (25) für die Prüfung von Impfstoffen benutzten Apparates, und 
zwar wie folgt: 

Eine Reihe von 11 Reagenzröhrchen wird mit 5,0 ccm einer doppelt 
konzentrierten Bouillon beschickt, mit 1,0ccm eines reaktions- 
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regulierenden Phosphatgemisches (pa = 7,4) und mit 3,0cem Saft 
bzw. Saftverdünnung. Die Saftkonzentration nimmt von Röhrchen 
zu Röhrchen um die Hälfte ab. Die Kontrolle (Röhrchen 12) enthält 
an Stelle des Saftes destilliertes Wasser. Nach Vorwärmen auf 370C 
wird hierzu 1,0cem einer steril filtrierten Koliaufschwemmung, die 
in 1 ccm nach Zählungen in der Zählkammer etwa 350 Millionen Keime 
enthält, hinzugefügt.) Nach genau vierstündigem Aufenthalt im 
Brutschrank von 379 C werden aus der Reihe die drei Röhrchen heraus- 
genommen, die ungefähr doppelt so trübe wie die Kontrolle sind. Von 
diesen Röhrchen werden je 5,0ccm entnommen und durch Zusatz 
von 2,5ccm Doppelbouillon und 2.5 ccm Wasser auf das Doppelte 
verdünnt. Diese drei Röhrchen werden nun genau auf ihren Trübungs- 
grad unter Benutzung gleich weiter Röhrchen gemessen. Aus den 
Resultaten wird, eventuell durch Interpolation, derjenige Saftgehalt 
berechnet, der dem Verdoppelungswert entspricht, d. h. der innerhalb 
4 Stunden die Bakterienmenge gegenüber der Kontrolle zu verdoppeln 
vermocht hat. 

Auf Grund der experimentellen Erfahrungen kann festgestellt 
werden, daß die Messung des Trübungsgrades in der vorher beschriebenen 
Weise eine schr bequeme und dabei hinreichend genaue Methode zur 
Bestimmung des Bakterienwachstums und zur Messung der bakterien- 
wachstumsfördernden Wirkung ist. 


Es ist anzunehmen, daß diese einfache Methode auch noch für andere 
Probleme wird verwendet werden können. Vorläufig ist beabsichtigt, 
sie zur Messung des Hefewachstums zu erproben, um das Verhältnis in 
der Wirkung der Säfte auf Hefe und auf Bakterien zu bestimmen (vgl. 
später). 

Die 'Trübungsmessung in der hier beschriebenen Weise wird an 
Genauigkeit von der Messung mit dem Nephelometer Kleinmanns (19) 
übertroffen. Von einer ausgedehnten Verwendung dieses Apparates 
ist vorläufig Abstand genommen worden, da die Fehler, mit denen bei 
der Messung der bakterienwachstumsfördernden Wirkung gerechnet 
werden muß, noch nicht im Einklang mit seiner Präzision sind. Es hat 
sich aber in vorläufigen Untersuchungen gezeigt, daß die Trübungen 
der Bakterienaufschwemmungen auch mit dem Nephelometer gut 
gemessen werden können. Zwei in der vorher beschriebenen Weise 





1) Die einmal hergestellte Standard-Koliaufschwemmung kann nach 
Zusatz von einigen Tropfen Formalin mehrere Tage aufbewahrt werden. 
Bei Benutzung dieser Standardaufschwemmung kann die für den 
einzelnen Versuch benötigte filtrierte Aufschwemmung der 24stündigen 
Kulturen durch Vergleich der Trübung im Mohrmannschen Apparat mit 
hinreichender Genauigkeit eingestellt werden. Es genügt dann eine etwa 
wöchentliche kontrollierende Zählung des von Versuch zu Versuch auf- 
bewahrten Standards. 
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auf Trübungsgleichheit eingestellte Bakterienaufschwemmungen haben 
nach dem Nephelometer eine Differenz von etwa 15 Proz. ergeben. 
Die Paralleluntersuchung eines Saftes hat zu folgendem Ergebnis 
geführt: 


Salt: oe a 1 e le ee e a EEN e: rar cÉ 1,5 ccm 
Trübungsgrad nach Mohrmann gemessen . . . . . 208 170 Proz. 
T mittels Nephelometer gemessen. . . 210 148 ,, 


Demnach liegt der Verdopplungswert nach der gewöhnlichen Messung 
bei 2,68 ccm, nach der nephelometrischen Bestimmung bei 2,76 cem. 


B. Die indirekten Meßmethoden. 


Der Gedanke, die Bakterienwachstumsförderung auf indirektem 
Wege unter Ausnutzung einer biochemischen Funktion der Koli- 
bakterien messend zu verfolgen, liegt nahe. Vom theoretischen Stand- 
punkte aus kann dagegen eingewendet werden, daß 1. der Vitamin- 
zusatz vielleicht nicht nur die Produktion des Ferments (durch Förderung 
des Bakterienwachstums), sondern auch den Fermentprozeß selbst 
beeinflußt, und daß 2. das Wachstum der Wirkung eines anderen 
Aktivators unterliegt wie der Fermentprozeß. Es ist bekannt, daß 
gewisse fermentative Umsetzungen der Organismen durch Vitamine 
beschleunigt werden, und daß z. B. die Hefegärungsförderer (Bio- 
katalysatoren) nicht mit dem hefewachstumsbeschleunigenden Faktor 
identisch zu sein brauchen. Man muß also experimentell prüfen, ob 
eine der chemisch faßbaren Fermentfunktionen der Bakterien als 
Indikator für die Wachstumsförderung benutzt werden kann. Deshalb 
wurden die Säure-, Gasbildung und die reduzierende Fähigkeit der 
Kolibakterien auf ihre Eignung zum Wachstumsindikator geprüft. 


Die Versuche sind hier hinsichtlich Säuerung und Gärung negativ 
ausgefallen. Eine Proportionalität zwischen Bakterienwachstum und 
Säuerung bzw. Gärung hat beim Bacterium coli nicht festgestellt 
werden können. Als besserer Indikator für das Wachstum der Koli- 
bakterien hat sich das Reduktionsvermögen erwiesen. - 


Die Fähigkeit vieler lebender Bakterien Farbstoffe wie Methylenblau, 
Lackmus, indigoschwefelsaures Natron, Neutralrot u. a. zu reduzieren, ist 
seit langem bekannt. Das Reduktionsvermögen ist nach P. Ehrlich (12) 
eine Kardinaleigenschaft des tierischen und pflanzlichen Gewebes und Folge 
der Sauerstoffzehrung des Protoplasmas. Die ersten Versuche über Reduktion 
von Farbstoffen durch Bakterien stammen von Cahen, Spina-Roszahegys 
[nach Schnabel (30)]. Cathcart und Hahn (9) haben die Wirkung verschiedener 
Bakterienarten auf Methylenblau studiert. Neisser und Wechsberg (22) 
haben die Methylenblaureduktion zum Nachweis und zur quantitativen 
Bestimmung des aus Staphylokokkenkulturen gewonnenen Leucocidins 
benutzt; in ähnlicher Weise ist Schnabel bei seinen Studien über die Be- 
einflussung des Reduktionsvermögens der Pneumokokken durch Optochin- 
lösungen vorgegangen. Lipschitz und Bieling (8) haben mit Nitrokörpern 
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gearbeitet, die gewisse Vorteile zu haben scheinen. Die Methylenblau- 
reduktion wird nämlich nicht nur durch die Atmung der Zelle, sondern 
auch von bestimmten toten Substanzen hervorgerufen (Thunberg); außerdem 
ist Methylenblau kein absolut wirkungsloser Körper. Lipschitz hat zeigen 
können, daß die Reduktion von aromatischen Nitroverbindungen zu Hydr- 
oxylamin bzw. zu Amidokörpern durch lebende Zellen ihrer Atmung paralle! 
verläuft, also als Atmungsindikator verwendet werden kann. Die Reaktion 
ist jedoch nur bei farblosen Lösungen durchführbar und dadurch in ihrem 
Wirkungsbereich sehr beschränkt. Frei von solcher Beschränkung ist die 
von Bieling angegebene Methode. Bieling (8) setzt zu dem die frischen 
Bakterien oder Zellen enthaltenden Milieu nicht färbende Lösungen von 
Nitroanthrachinon hinzu; die lebende Zelle wandelt durch ihre Atmung 
die Nitrogruppe des Anthrachinons über das Hydrezin zur Amidogruppe um; 
es entsteht Amidoanthrachinon, ein intensiv roter, lichtechter Farbstoff. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurde anfangs Methylenblau. 
später auch der von Bieling (8) angegebene Indikator benutzt. Über die 
Methodik sei folgendes bemerkt: 

Die von Neisser-Wechsberg sowie von Schnabel gewählte Anordnung. 
d.h. die Ablesung nach bestimmten willkürlich gewählten Zeiten ist für 
den vorliegenden Zweck nicht günstig. Es hat sich als zweckmäßiger heraus- 
gestellt, fortlaufend in einem durchsichtigen Wasserbade zu beobachten 
und für jedes Röhrchen die Reduktionszeit, d. h. die bis zur Entfärbung 
nötige Zeit (abgerundet auf Viertelminuten) zu ermitteln. Die Feststellung 
der Entfärbung bedarf einer gewissen Übung. Leichter als die vollständige 
Entfärbung kann oft eine kleine Stufe vorher erkannt werden. Es ist auch 
daran gedacht worden, durch Herstellung von Standardfarblösungen 
bzw. einer Farbskala oder durch Benutzung des Halbzeitwertes die Ab- 
lesung des Resultates zu erleichtern. Diese Bemühungen sind aber erfolglos 
geblieben, da die Farbe des Methylenblau durch die Bouillon und den Saft- 
zusatz zu stark verändert wird. 

Es empfiehlt sich, den Versuch so einzurichten, daß die Kontrollauf- 
schwemmung etwa 20 Minuten bis zur völligen Entfärbung gebraucht. 
Als Versuchstemperatur ist 37°C gewählt worden, da die Reduktion sonst 
zu langsam vor sich geht. An Methylenblau wurde zu der gewöhnlichen 
Versuchsmenge (etwa 350 Millionen Kolikeime in 10 cem Bouillon + Saft 
bzw. Wasser) 0,2ccm der 0,5proz. wässerigen Lösung hinzugesetzt. Von 
Bedeutung für den Ausfall des Versuchs ist die gleichmäßige Durchmischung 
der Aufschwemmung und des Farbstoffs; bei ungenügender Durchmischung 
besteht die Gefahr wechselnder Farbintensität zu Beginn des Versuchs. 
Zur Durchmischung wurden die Röhrchen fünfmal langsam hin und her 
geschwenkt. Die Reagenzgläser müssen gleich weit sein, nicht nur zwecks 
besserer Ablesung der Entfärbung, sondern auch weil breitere Reagenzgläser 
die Reaktion zu verzögern vermögen (Schnabel). 

Infolge Luftoxydation entsteht an der Oberfläche der sich entfärbenden 
Flüssigkeitssäule ein blauer Ring. Die Feststellung der Entfärbung kann 
auch bei Anwesenheit des Ringes erfolgen; störend ist aber, daß schon beı 
leichter Erschütterung der Röhrchen, beispielsweise oft beim Umrühren 
des Wasserbades blaue Streifen von der Oberfläche gleichsam herunterfallen. 
Die Bildung der blauen Ringe kann durch Überschichtung mit flüssigem 
Paraffin unterdrückt bzw. stark gehemmt werden. Die Menge des Paraffin- 
öles muß gleich sein, da esnach Schnabel nicht ohne Einfluß auf den zeitlichen 
Ablauf der Reduktion ist. Trotz der Vorzüge der Überschichtung mit 
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Paraffinöl wurde vielfach darauf verzichtet, um die Röhrchen später noch 
mit anderen Verfahren untersuchen zu können. 

Um das Ergebnis der Methylenblauversuche auf das Bakterien- 
wachstum beziehen zu können, mußte zunächst bewiesen werden, 
daß der vitaminhaltige Saft die Methylenblaureduktion nicht in stören- 
der Weise beeinflußt. Es konnte leicht gezeigt werden, daß die unter- 
suchten Säfte allein nicht oder wenigstens nicht in einer Zeit reduzierend 
wirken, die für die Versuche in Betracht 
kommt. Mehr Schwierigkeiten bot die 
Frage, ob die Säfte das Reduktionsver- 
mögen der Bakterien zu hemmen vermögen. 
Es hat schließlich festgestellt werden 
können, daß die vitaminhaltigen Säfte 
die Reduktion im allgemeinen gar nicht 
oder erst bei einer Konzentration hemmen, 
die dem zehnfachen Wert der kleinsten 
noch wirksamen Vitaminmenge entspricht. 
Unter Umständen wird allerdings durch 
das Hemmungsvermögen des Saftes die 
Anwendung des Verfahrens unmöglich ge- 
macht, z. B. beim Spinatpreßsaft. Das Abb. 2. Bakterien-Wachstumsbeschleu- 
Hemmungsvermögen wird durch Kochen nigung durch steigende Mengen ent- 
des Saftes nicht beeinträchtigt, es ist also ee a. EN 
nicht Wirkung eines Ferments, sondern 
wohl ein rein chemischer Vorgang. Sieht man von dieser Einschränkung 
ab, so ist die Übereinstimmung der Ergebnisse des Methylenblau- 
reduktionsverfahrens mit den der früher besprochenen eine vollständige. 
Als Beispiel der gleichartig ausgefallenen Versuche diene Abb. 2 (Er- 
läuterungen s. bei Abb. 1). | 

Der von Bieling empfohlene Indikator, das Nitroanthrachinon, hat 
gegenüber dem Methylenblau methodische Vorteile. Der durch die 
Reduktion des Nitroanthrachinon entstehende rote Farbstoff, das 
Amidoanthrachinon, besitzt eine intensive Färbekraft, ist beständig und 
kann durch Benutzung einer leicht herzustellenden Farbenskala oder 
eines Keilkolorimeters quantitativ gemessen werden. Die mit diesem 
Verfahren gewonnenen Resultate entsprechen den übrigen. Methodisch 
ist dieses Verfahren sehr ähnlich dem der Methylenblaureduktion. 
An Stelle von Methylenblau wird 1,0 ccm einer durch Kochen sterili- 
sierten Lösung von 1,0g Nitroanthrachinon auf 50 ccm Wasser hinzu- 
gesetzt. Die durch Umschütteln durchmischten Röhrchen kommen in 
den Brutschrank oder in ein Wasserbad von 37°. Das Ergebnis wird 
mit Hilfe der Skala oder des Keilkolorimeters (vgl. Bieling) abgelesen, 
sobald deutliche Farbunterschiede nachweisbar werden; in der Regel 
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nach 30 Minuten. Farbunterschiede können gut nur zwischen 4,0 und 
0,4 mg Amidoanthrachinon abgelesen werden. Verdünnung stärker ge- 
färbter Röhrchen bedingt einen Fehler, der wahrscheinlich mit ihrer 
Trübung zusammenhängt. Auch diese Reduktionsmethode kann durch 
unspezifische Hemmungen beeinträchtigt werden. 

Ein kritischer Überblick über die zur Messung der Wachstums- 
förderung der Kolibazillen erprobten Methoden führt zu folgendem 
Schlußurteil: 

Säuerung und Gärung sind — wenigstens für Koli — keine In- 
dikatoren der Weachstumsförderung. Das Ergebnis des Platten- 
verfahrens steht nicht im Verhältnis zu dem erforderlichen Aufwand 
an Zeit und Mitteln. Die Zählkammermethode gibt bessere Resultate. 
Bequemer und verläßlicher sind der Sedimentierversuch und die Beob- 
achtungder Reduktion. Das Reduktionsverfahren mit Nitroanthrachinon 
ist dem mit Methylenblau überlegen. Am bequemsten und dabei aus- 
reichend zuverlässig ist die Messung des Trübungsgrades. 


IV. Experimentelle Untersuchungen über die bakterienwachstumsfördernde 
Wirkung von Fruchtsäften, Gemüsepreßsälften u. a. m. 


Mit den eben beschriebenen Methoden ist die bakterienwachstums- 
fördernde Wirkung in verschiedenen Säften und Extrakten bestimmt 
worden. | 

Es bestand zuerst die Absicht, entsprechend den bisherigen Ge- 
pflogenheiten von Klinik und Laboratorium das Optimum der Vitamin- 
wirkung herauszusuchen und als Grundlage der Messung zu benutzen; 
diese Absicht ist aber methodisch undurchführbar. 


Um zur optimalen Wirkung zu gelangen, sind hohe Konzentrationen 
der Säfte erforderlich; bei solchen Konzentrationen kann aber die Vitamin- 
leistung leicht durch den Einfluß der übrigen Bestandteile der Säfte überdeckt 
werden. Der Trockensubstanzgehalt der nach der üblichen Laboratoriums- 
vorschrift aus Rindfleisch und Pepton hergestellten Bouillon kann zu 5 Proz. 
angenommen werden; es sind demgemäß in 10 ccm Bouillon 500 mg Trocken- 
substanz enthalten. Würde man beim Aufsuchen der optimalen Saft- 
konzentration bis zu Mengen ansteigen, deren Trockensubstanz 10 bis 20 mg 
überschreitet, so könnte der Einwand, daß Nährstoffe und nicht vitamin- 
artige Körper in steigender Menge hinzugefügt werden, nicht mehr a limine 
zurückgewiesen werden. 

Eine stärkere Konzentration an Saft ist aber nicht nur wegen der 
Möglichkeit einer interferierenden Förderung durch Nährstoffe bedenklich, 
sondern auch wegen der Möglichkeit gleichzeitiger Anwesenheit von Hemm- 
körpern. Von dem störenden Einfluß derartiger Körper war bereits die 
Rede. Man erinnre sich der Erfahrungen mit dem Reduktionsverfahren. 

Bei der hohen Wirksamkeit der Vitamine ist anzunehmen, daß man bei 
Verwendung kleiner Mengen des wirksamen Prinzips, d.h. verdünnter 
Säfte diesen Schwierigkeiten wird aus dem Wege gehen können. Sucht 
man z.B. den Verdopplungswert auf, wie dies bei den auf Tabelle III 
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aufgeführten Säften geschehen ist, so betragen die Trockensubstanzmengen 
der nötigen Saftvolumina nur 2,3 bis 7,7 mg. Diese Mengen dürften gegen- 
über den 500 mg Trockensubstanz der Bouillon nicht ins Gewicht fallen, 
obwohl natürlich die Menge der Trockensubstanz nicht das allein Ent- 
scheidende ist. 


Doch nicht nur der methodischen Schwierigkeiten wegen ist der ur- 
sprüngliche Plan geändert und an Stelle des Optimums der Vitaminwirkung 
eine andere Grundlage der Messung, nämlich der ‚„Verdopplungswert‘, 
gewählt worden. Die Vitamine sind Minimumkörper im Sinne von Liebig. 
Sie beeinflussen überdies das anfängliche Wachstum stärker als das bereits 
weit fortgeschrittene. Es ist also auch innerlich begründet, eine kleinere 
wirksame Menge herauszusuchen. Daß dies möglich ist, ist im vorigen 
Abschnitt bewiesen worden. 

Praktisch gestaltet sich jetzt die Messung der Vitaminwirkung 
wie folgt: Mittels einer Reihe, wie sie vorher bei der Trübungsmessung 
beschrieben wurde, wird der Verdopplungswert des Saftes festgestellt, 
d. h. es wird diejenige Saftmenge ermittelt, die bei der beschriebenen 
Versuchsanordnung, d. h. bei einer Impfmenge von etwa 350 Millionen 
Keimen in 10ccm Bouillon innerhalb 4 Stunden die Bakterienmenge 
im Vergleich zum Wachstum in der Kontrolle zu verdoppeln vermochte. 
Diese Saftmenge beträgt z. B. für den Saft I mit einer Trockensubstanz 
von 8,66 Proz.: 0,064ccm; der Verdopplungswert entspricht dann 
einer Trockensubstanz von 0,0055 g. Das folgende Protokoll möge 
die Übereinstimmung der Ergebnisse von vier Paralleluntersuchungen 
in einem praktischen Falle und damit die Brauchbarkeit des Verfahrens 
illustrieren. 

Protokoll: Apfelsinensaft vom 1. II. Trockensubstanz = 5,33 Proz. 
Verdopplungswert wurde gefunden bei: 


a) = 0,043 ccm 


b) = 0,043 ,, 7 
c) = 0,046 ,, 
d) = 0,042 ,, 





Mittel = 0,044 ccm = 0,0023 g Trockensubstanz. 

Es dürfte sich empfehlen, das dem Verdopplungswert entsprechende 
Volumen als Volumenwert zu bezeichnen und von dem Trockensubstanz- 
wert, d. h. der dem Verdopplungswert entsprechenden Trockensubstanz- 
menge zu unterscheiden. Für Saft I beträgt also der Volumenwert 
0,064 ccm und der Trockensubstanzwert 0,0055 g. 

Um von den für die verschiedenen Säfte ermittelten Verdopplungs- 
werten zu einem zahlenmäßigen Ausdruck für die relative Wirksamkeit 
der Säfte zu gelangen, muß zunächst festgestellt werden, ob die Ver- 
dopplungswerte als für die Wirksamkeit der Säfte typisch heraus- 
gegriffen werden können. Zu diesem Zwecke wurden für eine Anzahl 
Säfte neben dem Verdopplungswert die durch verschiedene andere 
Mengen bewirkten Wachstumswerte ermittelt und in ein Koordinaten- 
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system eingezeichnet, in dem auf der Abszisse die Menge des Saftes 
und auf der Ordinate die Wachstumswerte aufgetragen sind. Hierbei 
eoet aber dem gleichmäßigen Fortschreiten auf der Abszissen- 
achse eine in geometrischer 
Progression abnehmende 
Saftmenge.. Die so ent- 
standenen Kurven waren 
bereits nach dem Augen- 
schein einander so ähnlich, 
daß es genügen kann, eine 
von ihnen als Beispiel ab- 
zubilden, wie dies in der 
Abb. 3 geschehen ist. Die 
Abb. 3 zeigt, daß die ein- 
zelnen Werte der Ordinate 
für jede Abszisse befrie- 
digend beieinander liegen, 
und daß bei den gewählten 
Abmessungen der Einheit 
die entstandene Kurve in 
dem untersuchten Bereich 
Abb. 3. Bakterien-Wachstumsbeschleunigung bei verschie» sich aufs engste TONER 
denen Mengen Apfelsinensaft. Wachstumswert 1,0 = gleichseitigen Hyperbel an- 
Ve A A E a Loi, mohmiegt. Unter Bertok 
Versuchsreihen gezeichnet; die verschiedenen Reihen sind sichtigung der Tatsache, 

durch die Verschiedenheit der Zeichen angedeutet. daß die S aftmengen auf der 
Abszisse in der angegebenen Weise in geometrischer Progression ab- 
nehmend dargestellt werden, ergibt sich als analytischer Ausdruck 
dieser Kurve die Formel: 

















K 
loga — log + 

Es bedeutet hier y die Bakterienzahl im Vergleich zu derjenigen 
der Kontrolle, x die Menge des in 10 ccm Gesamtvolumen enthaltenen 
Saftes, K eine allgemeine Konstante und o eine für jeden Saft spezifische 
Konstante, die empirisch ermittelt werden kann. Aus der Diskussion 
dieser Gleichung ergibt sich wiederum, daß die Kurven der untersuchten 
Säfte einander geometrisch ähnlich sind. Also kann der Verdopplungs- 
wert ohne weiteres als Repräsentant der Wirksamkeit des Saftes be- 
trachtet werden. Was die Beziehung zwischen Ansteigen der Saftmenge 
und Zunahme des Bakteriengehaltes betrifft, so hat sich in allen unter- 
suchten Fällen gezeigt, daß z. B. eine Vervierfachung derjenigen Saft- 
menge, die den Verdopplungswert erzeugt, das Bakterienwachstum in 
allen untersuchten Fällen gegenüber der Kontrolle ungefähr verdreifacht. 


y = 
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Da die Wirksamkeit der Säfte um so größer ist, je kleiner die für 
die Verdopplung des Bakterienwachstums erforderliche Trocken- 
substanzmenge ist, so kann man zu einem zahlenmäßigen Ausdruck 
für die relative Wirksamkeit dadurch gelangen, daß man die Säfte 
den Trockensubstanzwerten umgekehrt proportional setzt. Wenn 
also die Wirksamkeit eines Apfelsinensaftes mit dem Trockensubstanz- 
wert 0,0037 g willkürlich mit dem Werte 100 angesetzt wird, so ist die 
relative Wirksamkeit von Saft I (Trockensubstanzwert = 0,0055 g): 

0,0037 . 100 
0,0055 


Ist nun für die Wirksamkeit eines Saftes z. B. der Wert 1000 ge- 
funden worden, so bedeutet dieser Befund, daß der Saft 1000 zehnfach 
stärker verdünnt werden muß als die entsprechende Menge von Saft 100, 
damit gleiche Volumina beider Säfte dieselbe Wirksamkeit zeigen, 
oder mit anderen Worten: die Gewichtseinheit von Saft 1000 enthält 
zehnmal so viel wirksame Einheiten wie die Gewichtseinheit von 
Saft 100; es bedeutet dagegen nicht, daß eine bestimmte Menge dieses 
Saftes eine zehnfach größere Wirkung hat als die entsprechende Menge 
des Apfelsinensaftes mit dem Werte 100: denn, wie oben ausgeführt, 
wirkt ja z. B. das Vierfache derjenigen Saftmenge, die dem Verdopplungs- 
wert entspricht, nur etwa dreimal so stark wie die Kontrolle. 

Tabelle III enthält eine Zusammenstellung über die für ver- 
schiedene Säfte in der eben beschriebenen Weise bestimmten und 
berechneten Werte. Die relative Wirksamkeit wird dabei auf Apfel- 
sinensaft 1 (Trockensubstanzwert = 3,7 mg) gleich 100 bezogen. 


= 67. 


























Tabelle III. 
f | | u s r D 
| | Moes | Trocken» , |Verdopge mgs Relative Wirksam, 
pl Saft | (Volumenwert) | Substanz | Troekensubst E 
BR PER | Proz. substanzwert) auf Nr. l = 100 
1 1 EECH 1 | 0061 0.10 3,7 100 
e 2 i 0,044 5,33 2,3 161 
3 2 | 
| bei leicht alkalischer ` | | 
Reaktion (Zur! 7,9) | 
| „gekocht . 0,0600: 5,33 32 | 116 
4 | Apfelsinensaft 3 0,064 . 8,66 5,5 67 
5 | Tomatensaft . . ı 0,078 ! 6,42 5,0 74 
SC Blumenkohl . . 0,115 į 073 7,7 ! 48 
7 : Mohrrübensaft | | 
' Rubio... .| 0008 | 6800 ` 5,4 | 69 








Eine Diskussion dieser Ergebnisse soll in einer späteren Publikation 
erfolgen. Immerhin sei hier schon erwähnt, daß es praktisch nicht 
nur auf die relative Wirksamkeit ankommt, die unter Zugrundelegung 
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der Trockensubstanz berechnet wird, d. h. auf den Trockensubstanz- 
wert, sondern auch auf die Mengen der Säfte, die jeweils dem Organismus 
zugeführt werden können, d. h. auf den Volumenwert. In 30 ccm 
Apfelsinensaft (Nr. 3) und in 30g Mohrrübensaft (Rubio), d. h. in 
gleichen Mengen zweier Ausgangsmaterialien, die nach Tabelle III die 
gleiche relative Wirksamkeit — bezogen auf die Trockensubstanz — 
haben sollen, verhalten sich z. B. die zugeführten wirksamen Mengen 
wie 1:8, d. h. die Volumeneinheit Rubio enthält achtmal soviel wirk- 
same Substanz wie die Volumeneinheit Apfelsinensaft (Nr. 3). Eine 
weitere Frage ist die nach den Beziehungen zwischen der Wirksamkeit 
der Säfte und derjenigen der Ausgangssubstanzen; diese Frage dürfte 
z. B. beim Blumenkohlsaft bedeutungsvoll sein. Das Studium dieser 
Fragen und die Wirksamkeit einiger im Haushalt zubereiteter Nahrungs- 
mittel sowie einiger fabrikmäßig hergestellter Speisen ist bereits in 
Angriff genommen worden. 


V. Experimentelle Untersuchungen über die Beeinflussung der bakterien- 
wachstumsfördernden Wirkung durch physikalische und chemische Agenzien. 


Zur Charaktcrisierung der bakterienwachstumsfördernden Substanz 
ist die Kenntnis der Beeinflußbarkeit ihrer Wirkung durch physikalische 
und chemische Agenzien von grundlegender Bedeutung. Es ist deshalb 
der Einfluß der Erhitzung, der Erhitzung unter Druck, der Erhitzung 
bei alkalischer Reaktion, des Alterns, der Trocknung, der Oxydation, 
der Ätherextraktion, der Filtration und der Adsorption studiert worden. 

Erhitzung im Wasserbade von 100°C für 1, bis 1 Stunde ändert 
die Wirksamkeit nicht. Diese Beobachtung hat in so zahlreichen Unter- 
suchungen bestätigt werden können, daß die Fruchisäfte später meistens 
nicht steril gewonnen, sondern nachträglich im Wasserbade von 100° 
sterilisiert wurden. 

Auch Erhitzung unter Druckim Autoklaven bei 1300 C und 2 Stunden 
Dauer schwächt die bakterienwachstumsfördernde Leistung nicht ab. 

Darüber folgende Protokolle: 

l. Ein Teil Apfelsinensaft wird original, ein anderer nach zweistündigem 
Erhitzen im Autoklaven bei 130° C mit dem Sedimentierversuch untersucht. 
Resultat: Der originale Apfelsinensaft zeigt das Vitaminminimum!) bei 
einer Konzentration von 0,28 Proz., der Autoklavensaft bei einer Kon- 
zentration von 0,27 Proz. 

2. Gewöhnlicher sterilisierter und im Autoklaven wie oben behandelter 
Gurkensaft wird mittels Trübungsmessung und Nitroanthrachinonreduktion 
auf Bakterienwachstumsförderung geprüft. Es ergibt sich völlige Über- 
einstimmung der Wirkung. 


!) Unter Vitaminminimum wird diejenige Saftmenge verstanden, bei 
der die erste deutliche Vitaminwirkung nachweisbar ist. Diese Maßeinheit 
ist später durch den Verdopplungswert ersetzt worden (vgl. vorher). 





Vitaminstudien. 327 


Über den Einfluß halbstündiger Erhitzung bei alkalischer Reaktion 
möge die folgende Versuchsreihe orientieren: 

Gleiche Teile Weißkohlpreßsaft werden mit steigenden Mengen n/10 
NaOH auf verschiedene Alkalinitätsstufen gebracht. Die Reaktion wird in 
allen Versuchsproben elektrometrisch gemessen. Die alkalisierten Säfte 
werden eine halbe Stunde im Wasserbade auf 100° C erhitzt, mit n/10 HC) 
wieder neutralisiert und unter Berücksichtigung der eingetretenen Ver- 
dünnung bezüglich ihrer wachstumsfördernden Wirkung nach dem Methylen- 
blaureduktionsverfahren gemessen : | 


Ergebnis: 


Vitaminminimum im Ausgangssaft ge e 0,2 Proz 
bei Alkalisierung auf Ge z D baranem ge = 
S ” ee Sege, Saftgehalt S 
” D D n a 8,3 vo 1,4 D 
n n L n = 8,4 S 3,0 n 
n S be ERT jenseits 
3,0 Proz 


Erhitzung bei alkalischer Reaktion führt demgemäß zu einer 
erheblichen, mit dem Alkalinitätsgrad steigenden Schwächung der 
Wachstumsförderung. 

Altern bewirkt keine nachweisbare Veränderung. Säfte, die 7 bis 
10 Wochen im Zimmer gestanden haben, zeigen keine verminderte 
Wirksamkeit. 

Anders scheinen die Folgen der Trocknung mit nachfolgender 
Dampfsterilisation zu sein, wie der folgende Versuch zeigt: 


Je 10 ccm Weißkohlsaft werden teils original aufbewahrt, teils in einer 
Petrischale im Faust-Heimschen Apparat bei Zimmertemperatur getrocknet 
und im Dampftopf sterilisiertt. Nach 6 Wochen wird der getrocknete Saft 
wieder in Lösung gebracht, auf das alte Volumen mit physiologischer NaCl- 
Lösung aufgefüllt und, ebenso wie der original aufbewahrte Saft, mit dem 
Methylenblaureduktionsverfahren gemessen. Resultat: Vitaminminimum 
im Ausgangssaft bei 0,2 Proz., im getrockneten Saft bei 0,75 Proz. 


Es ist hier zu einer beträchtlichen Abschwächung der Wirksamkeit 
gekommen; doch steht die gerade für solche Säfte unerläßliche Nach- 
prüfung des Ergebnisses mit einem direkten Meßverfahren noch aus. 


Der Einfluß der Oxydation wurde in zweifacher Weise zu studieren 
gesucht, nämlich mittels Luftdurchleitung und mittels Zusatz von 
Wasserstoffsuperoxyd. Als Ergebnis kann folgendes festgestellt werden: 
Rharbarbersaft hat nach einstündiger Luftdurchleitung unverminderte 
Wirksamkeit gezeigt. Die Proben, die mit verschiedenen Mengen 
Wasserstoffsuperoxyd versetzt und nach 24stündigem Stehen eine 
halbe Stunde lang zwecks vollständiger Entfernung des Wasserstoff- 
superoxyds gekocht wurden, haben den Zusatz von 0,02 bis 0,2 Proz. 
des Merckschen Perhydrols ohne nachweisbare Schädigung ihrer 
Leistung vertragen. Die zur Prüfung stärkerer Zusätze angestellten 
Versuche sind nicht eindeutig ausgefallen. 
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Ätherextraktion hat (bei Rhabarbersaft) keine Verminderung der 
Wirkung hervorgerufen, und die Ätherfraktion ist nach Abdunstung 
des Äthers und Extraktion mit Wasser frei von solcher Wirkung gewesen. 

Filtration durch ein bakteriendichtes de Haönsches Membranfilter 
läßt die Wirksamkeit unvermindert. So hat beispielsweise ein Gurken- 
saft original (Trübungsmessung) seinen Verdopplungswert bei 0,082 ccm 
gehabt, und derselbe Saft nach Filtration durch ein de Haën sches 
Filter bei 0,094 ccm. 

Die Einwirkung der Adsorption ist mittels Kaolin studiert worden, 
und zwar in folgender Weise: 

16 ccm Apfelsinensaft wurden mit 3 g sterilisierttem Kaolin 20 Minuten 
geschüttelt und durch Zentrifugieren wieder vom Kaolin getrennt. Der 
überstehende klare Saft wurde mit dem Methylenblaureduktionsverfahren 
und dem Sedimentierversuch geprüft und mit einer Probe des Originalsaftes 
verglichen. Ergebnis: Nach dem Reduktionsversuch war das Vitamin- 
minimum im Original- und Kaolinsaft gleich, nämlich bei einer Konzentration 
von 0,55 Proz.; nach den Sedimentierversuchen hingegen enthält der 
Kaolinsaft nur einen Teil der Wirksamkeit des Originalsaftes. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde Tomatensaft und Rubio in der 
eben beschriebenen Weise mit Kaolin behandelt und mittels Trübungs- 
messung untersucht. Dabei zeigten sich Originalsaft und Kaolinsaft. gleich 
wirksam. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann eine Adsorption der wirksamen 
Substanz durch Kaolin bisher nicht angenommen werden. 

Der Kaolinadsorption wird bei späteren Versuchen noch besondere 
Aufmerksamkeit zuzuwenden sein; nach dem Ausfall anderer Unter- 
suchungen erscheint es nicht unmöglich, daß bei bestimmt gewählten 
Mengenverhältnissen mit Kaolin oder einem anderen Adsorbens eine 
Trennung verschiedener wirksamer Prinzipien erzielt werden könnte, 
ähnlich wie Wellstätter durch Verwendung von Adsorbenzien die Trennung 
und Isolierung von Fermenten versucht hat. 


VI. Die spezifischen Eigenschaften des bakterienwachstumsfördernden Faktors. 

Die bakterienwachstumsfördernde Substanz, deren Wirkungen in 
den vorhergehenden Abschnitten experimentell untersucht wurden, ist 
als Vitamin aufgefaßt worden. Der Nachweis für die Berechtigung 
dieser Deutung steht aber noch aus. 

Nach F. Hofmeister kann man die Vitamine (Funk) als Substanzen 
definieren, die trotz der außerordentlich kleinen Menge, in der sie in 
der Nahrung auftreten, für das Wachstum und die Erhaltung des 
Lebens unentbehrlich sind. Hopkins versteht unter den akzessorischen 
Nährstoffen (,accessory factors‘), die mit den Vitaminen identisch 
sind, Substanzen, die nicht zu den bisher bekannten Nährstoffen ge- 
hören und für das Gedeihen eine maßgebende Rolle spielen. Nach 
Aron ist die biologische Wirkung der Extraktstoffe dahin zu umgrenzen, 
daß diese Stoffe den Anbaustoffwechsel mittels einer Reizwirkung in 
eminentem Maße beeinflussen. 
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Die Bedeutung des bakterienwachstumsfördernden Faktors für die 
Entwicklung der Kolibakterien ergibt sich aus folgender Überlegung: 
0,044 ccm Apfelsinensaft beschleunigen z. B. das Wachstum einer 
Bakterienaufschwemmung in Bouillon mit einer Impfmenge von etwa 
350 Millionen Keimen innerhalb vierstündiger Wachstumsdauer bei 
37°C derart, daß die eingeimpfte Bakterienmenge gegenüber dem 
Wachstum in Bouillon ohne Zusatz verdoppelt wird. Das Volumen 
von 0,044ccm Apfelsinensaft entspricht einer Menge von 0,0023 g 
Apfelsinensafttrockensubstanz. Da die im Apfelsinensaft enthaltene 
wachstumsfördernde Substanz vermutlich nur einen Bruchteil seiner 
Trockensubstanz ausmachen wird, so ist die Menge des wirksamen 
bakterienwachstumsfördernden Faktors noch sehr viel kleiner an- 
zunehmen. 

Die untersuchte Substanz ist also von maßgebender Bedeutung 
für das Bakterienwachstum und wirkt bereits in einer im Verhältnis 
zur Leistung bemerkenswerten Kleinheit der Menge. Die vorliegenden 
experimentellen Ergebnisse erlauben daher, die Substanz als Vitamin 
oder akzessorischen Nährstoff zu deuten, wenn man sich bei der Defi- 
nition dieses Begriffes an Hopkins und Aron anschließt. 

Zur Stütze dieser Auffassung kann noch das Ergebnis der ‚„Addi- 
tionsversuche‘‘ herangezogen werden. Diese Versuche beruhen auf 
folgender Überlegung: Wenn die bakterienwachstumsfördernde Sub- 
stanz ein Vitamin mit spezifischer wachstumsfördernder Wirkung ist, 
so müßte es möglich sein, durch Addition gleich wirksamer Mengen 
zweier Säfte, z. B. von Saft R und Saft T eine Wirksamkeit zu erzielen, 
die gleich 2 R bzw. 2 T ist: Dies hat in der Tat experimentell gefunden 
werden können, wie folgende Protokolle zweier Additionsversuche 
zwischen Mohrrübensaft Rubio und Tomatensaft zeigen. Die Be- 
stimmungen sind Mittelwerte aus gut übereinstimmenden Doppel- 
bestimmungen. 

l. Protokoll. Ein Teil Rubio ergibt bei der Trübungsmessung — 
die Kontrolle gleich 100 Proz. gesetzt — 188 Proz., die doppelie Menge 
224 Proz. Ein Teil Tomatensaft ergibt 185 Proz., die doppelte Menge 
227 Proz. Je ein Teil Rubio und Tomatensaft zusammen ergeben 
224 Proz. 

2. Protokoll. Ein Teil Rubio = 200 Proz., zwei Teile Rubio 
— 225 Proz. Ein Teil Tomatensaft = 217 Proz., zwei Teile Tomaten- 
saft = 281 Proz. Je ein Teil Rubio und Tomatensaft zusammen 
— 281 Proz. 

Das bakterienwachstumsfördernde Vitamin kann auf Grund der 
experimentellen Untersuchungen dahin charakterisiert werden, daß seine 
biologische Wirkung in der Beschleunigung des Wachstums verschiedener 
Bakterienarten besteht. Nach den früher besprochenen Untersuchungen 
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handelt es sich bei der Wachstumsbeschleunigung nur urı eine initiale 
Förderung des Vermehrungsprozesses. Diese Wirkungsart erscheint 
zunächst verwunderlich. Bei näherer Überlegung kann sie aber gut 
erklärt werden, ja es zeigt sich, daß die Leistung eines wachstums- 
fördernden Faktors sich unter den gegebenen Bedingungen kaum anders 
manifestieren könnte. Die absolute Wachstumsleistung einer ein- 
geimpften Bakterienmenge hängt — bei gleichen Bedingungen von 
Temperatur und Luftsauerstoff — von dem Wachstunistrieb der Impf- 
bakterien und den qualitativen und quantitativen Verhältnissen des 
Nährsubstrats ab. Sind alle Bedingungen so gewählt, daß das Bakterien- 
wachstum praktisch optimal verläuft, d. h. gemäß dem Wachstums- 
triebe der Impfbakterien, so kann man sich eine Förderung des Wachs- 
tums eigentlich nur in Form einer anfänglichen Beschleunigung vor- 
stelen. Denn Hand in Hand mit dem Woachstumsvorgang gehen 
Absterbeerscheinungen einher, und die Absterbeerscheinungen werden 
um so intensiver, je intensiver der Wachstumsvorgang wird. Daß 
die Bouillon für die Kolibakterien aber praktisch optimale Wachstums- 
bedingungen schafft, ist anzunehmen. 

Nun ist es auch denkbar, daß die Kolibakterien den wachstums- 
fördernden Faktor allmählich in ausreichender Menge durch Synthese 
selbst zu bilden vermögen, sowie daß sie ihn normalerweise überhaupt 
nicht benötigen. Setzt man den ersten Fall, so ist es vorstellbar, daß 
die Wirkung des von außen zugeführten Faktors vor der Zeit ver- 
schwindet, nämlich sobald er in optimaler Menge durch Synthese der 
Bakterien gebildet ist; setzt man den zweiten Fall, so müßte eine 
unspezifische Reizwirkung als Erklärung der initialen Wachstums- 
förderung angenommen werden. Gegen die Annahme einer unspezi- 
fischen Reizwirkung sprechen unter anderem die neuen Untersuchungen 
von Leichtentritt und Zielaskowsky mit Nährböden aus chemisch reinen 
Körpern; die Frage der synthetischen Bildung des wachstumsfördernden 
Faktors durch die Bakterien selbst hat für diese Betrachtungen kein 
spezielles Interesse, so daß sich eine weitere Erörterung erübrigt. So viel 
möge aber noch gesagt werden: Eine absolute, später nicht ausgeglichene 
Vermehrung der Bakterien durch den Zusatz von wachstumsförderndem 
Vitamin erscheint am ehesten denkbar unter der Voraussetzung, daß 
das betreffende Bakterium das bestimmte Vitamin für das normale 
Wachstum benötigt und das Nährsubstrat zwar das notwendige Aufbau- 
material enthält, aber vitaminfrei ist. 

Die substantielle Beschaffenheit des bakterienwachstumsfördernden 
Vitamins kann vorläufig dahin umschrieben werden, daß das wirk- 
same Prinzip vollständig unlöslich in Äther, löslich in Wasser und 
gegenüber physikalischen und chemischen Einflüssen sehr resistent ist. 
Eine Verminderung der Wirksamkeit dieses Faktors ist bisher mit 
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Sicherheit nur durch Erhitzung bei alkalischer Reaktion möglich 
gewesen. 

Die große Resistenz kann kein Hinderungsgrund gegen die An- 
nahme eines Vitamincharakters der Substanz sein, da andere allgemein 
als Vitamine gewürdigte Stoffe, wie das Hefewachstumsvitamin und 
der antineuritische Faktor, sich ähnlich verhalten. Es liegt durchaus 
nicht im Wesen des Vitamins, daß es ein labiler Körper sein muß. 

Der hier untersuchten bakterienwachstumsfördernden Wirkung liegt 
eine Substanz zugrunde, die als identisch mit dem bakterienwachstums- 
fördernden Faktor des Citronensaftes von Leichtentritt und Zielaskowskt 
angesehen werden kann. 

Nach den Plattenversuchen von Leichtentritt und Zielaskowski 
hat ihr Faktor die gleiche biologische Wirkung gegenüber Diphtherie- 
bazillen, Staphylokokken und anderen Bakterien und wird weder 
durch Hitze noch durch Erhitzung unter Druck bei saurer und alkalischer 
Reaktion, noch durch Lüftung oder Altern geschwächt. Nur durch 
Adsorption mit Kohle, Kaolin bzw. Talkum trat eine Verminderung 
der Wirkung ein. 

Die Unterschiede in der Resistenz gegenüber physikalischen und 
chemischen Einflüssen, die im Vergleich mit dem Faktor Leichtentriiis 
bestehen, scheinen nicht bedeutend genug, um hier zwei verschiedene 
Faktoren voraussetzen zu können. Zweifelsohne ist die sogenannte 
Resistenz eines Vitamins ein komplexer Vorgang, bei dem das Milieu, 
z. B. dessen Reaktion, Salzgehalt, eine bedeutende Rolle spielt. Da- 
durch erklären sich auch viele der Widersprüche über die Resistenz 
der verschiedenen Vitamine, auf die man beim Studium der Vitamin- 
literatur stößt. Die Versuchsanordnung Leichtentritts ist so verschieden 
von der hier besprochenen, daß nicht ohne weiteres eine Gleichheit 
der Ergebnisse bezüglich der Resistenz erwartet werden kann. Es ist 
beabsichtigt, an anderem Orte auf diese Unterschiede näher einzugehen. 


VII. Die Beziehungen des bakterienwachstumsfördernden Faktors zu den 
anderen Vitaminen. 

Für die Beziehungen des bakterienwachstumsfördernden Faktors zu 
den übrigen bisher bekannten Vitaminen liegen zunächst drei Möglich- 
keiten vor: 1. Die auf das Bakterienwachstum wirkende Substanz ist 
in jeder Hinsicht ein spezifischer Faktor für sich und hat demzufolge 
besondere biologische Wirkung und besondere substantielle Beschaffen- 
heit. 2. Die auf das Bakterienwachstum wirkende Substanz ist mit 
dem wirksamen Faktor eines oder mehrerer anderer Vitamine verwandt; 
es werden also bei ihr neben besonderer biologischer Wirkung mehr 
oder minder weitgehende Ähnlichkeiten nachzuweisen sein, d. h. Be- 
ziehungen vorliegen, wie sie etwa zwischen verschiedenen zucker- 
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spaltenden Fermenten, z. B. Invertase, Lactase und Maltase bestehen 
oder zwischen verschiedenen Antikörpern oder zwischen zwei wasser- 
löslichen Arsenpräparaten, von denen das eine z. B. Salvarsan spirillocid 
ist, das andere, z. B. kakodylsaures Natron, nicht. 3. Die auf das 
Bakterienwachstum wirkende Substanz ist mit dem wirksamen Faktor 
einer oder mehrerer anderer Vitamine identisch, und die verschiedene 
biologische Wirkung erklärt sich durch die Verschiedenheit der ge- 
prüften Organismen. Es würden also ähnliche Bedingungen vorliegen 
wie beim antiskorbutischen Vitamin, dessen biologische Wirkung von 
der geprüften Tierart abhängt (vgl. vorher). 

Die Feststellung der wirklich vorhandenen Beziehungen ist von 
theoretischer und praktischer Bedeutung. Sie soll im folgenden dadurch 
versucht werden, daß die den verschiedenen Vitaminwirkungen zu- 
grunde liegenden Substanzen einer vergleichenden Betrachtung be- 
züglich ihrer Eigenschaften unterzogen werden. 

Die antiskorbutische und die bakterienwachstumsfördernde Wirkung 
zeigen sowohl hinsichtlich des Vorkommens in der Natur wie in der 
Beeinflußbarkeit einige Analogien aber viel Unterschiede. Die Fer- 
schiedenheit in der Hitzebeständigkeit und vor allem in der Oxydierbarkeu 
fordern dazu auf, die diesen Wirkungen zugrunde liegenden Faktoren 
als nicht nur in der Leistung, sondern auch in der chemischen Be- 
schaffenheit verschieden anzunehmen. 

Die Besprechung der Beziehungen zur B-Vitaminwirkung muß 
davon ausgehen, daß dem B-Vitamin der früheren Autoren gegenwärtig 
verschiedene biologische Wirkungen zugesprochen werden, und daß 
deshalb der B-Vitaminkomplex in eine der Zahl der Wirkungen ent- 
sprechende Anzahl verschiedener Faktoren aufgeteilt wird (vgl. hierzu 
Aron-Gralka). Wieweit diese Aufteilung zu Recht besteht, werden 
spätere Untersuchungen zu zeigen haben. 

Der antineuritischen Wirkung gegenüber zeigt die bakterien- 
wachstumsfördernde so viel Verschiedenheiten hinsichtlich Herkunft 
und Beeinflussung, daß die den Wirkungen zugrunde liegenden Prin- 
zipien gleichfalls als materiell verschieden angenommen werden müssen. 

Von den übrigen dem Komplex des B-Faktors zugehörigen Wir- 
kungen ist die des Bios, das mit der Hefewachstumssubstanz identisch 
ist, relativ am besten charakterisiert. Ein Vergleich der Eigenschaften 
des Bios mit dem bakterienwachstumsfördernden Prinzip muß zu der 
Annahme führen, daß die diesen Wirkungen zugrunde liegenden Stoffe 
verwandt sind, daß sie sich jedenfalls ihrer substantiellen Beschaffenheit 
nach näher stehen als z. B. das antiskorbutische und das antineuritische 
Vitamin dem bakterienwachstumsfördernden Faktor. 

Für den Kliniker am interessantesten ist die Frage nach den Be- 
ziehungen des bakterienwachstumsfördernden Faktors zu den im Tier- 
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versuch und beim Menschen wirksamen wachstumsfördernden Vitaminen. 
Die spezifischen Eigenschaften der diesen Wirkungen zugrunde liegenden 
Substanzen sind aber bisher am wenigsten studiert. Die experimentellen 
Unterlagen genügen vorläufig nur zur Feststellung des gemeinsamen 
Vorkommens in der Natur (Hefe, Vegetabilien, besonders Mohrrüben), 
sowie einer gewissen Stabilität gegenüber höheren Temperaturen, 
Einengen im Vakuum und im warmen Luftstrom, Zusatz von Alkalien, 
Erhitzen in Gegenwart von Alkalien, Trocknen und Erhitzen unter 
Druck (Literatur s. bei Aron-Gralka). Doch schon diese Feststellungen 
erlauben es, die der Wachstumswirkung auf Bakterien, Hefe, Tier und 
Mensch zugrunde liegenden Prinzipien als untereinander verwandte An- 
gehörige des B-Vitaminkomplexes zu betrachten. Bezüglich der Be- 
zeichnung des auf das Wachstum von Tieren und Menschen wirkenden 
Faktors, für das Aron die Benennung Vitamin D wenigstens als Neben- 
bezeichnung gelten lassen will, ist zu bemerken, daß diese an und für 
sich schon nicht zu empfehlende Benennung zu der Annahme einer 
bisher nicht bewiesenen Identität zwischen Tier-, Menschen- und Hefe- 
wachstum förderndem Faktor verleiten könnte. 

Die Verwandtschaft zwischen dem Vitamin, welches das Bakterien- 
wachstum beschleunigt und dem oder den das Wachstum der höheren 
Organismen fördernden, kann praktisch von großer Bedeutung werden. 
Beide Vitamine könnten so verwandt sein, daß es erlaubt wäre, den 
Bakterienwachstumsversuch als Modell für den komplizierten Versuch 
an höheren Organismen zu betrachten und die Messung von Präparaten 
mit wachstumsfördernder Wirkung statt am Tiere und an Menschen 
bei Bakterien vorzunehmen. Die bisher vorliegenden experimentellen 
Ergebnisse berechtigen noch zu keinem Urteil darüber, wie weit die 
Verwandtschaft der einzelnen wachstumsfördernden Vitamine geht. 
Theoretisch ist sowohl eine nahe Verwandtschaft wie eine Identität 
denkbar. Der direkte experimentelle Beweis wird hierfür schwer zu 
erbringen sein; denn es wird beim höheren Organismus äußerst schwierig 
sein, Bedingungen zu schaffen, unter denen das wachstumsfördernde 
Vitamin isoliert wirken kann. Jedenfalls wird es dort viel komplizierter 
sein als bei so niedrigen Organismen, . wie es die Bakterien sind. So 
wird denn die weitere Forschung vorläufig auf die indirekte Beweis- 
führung, d. h. auf den Nachweis paralleler Wirkung bei Bakterien und 
bei höheren Organismen angewiesen sein. 

In dem Sinne eines Modells für eine andere Vitaminwirkung ist 
schon der Hefewachstumsversuch erprobt worden; man glaubte, wie 
bereits ausgeführt, ihn für die Messung der B-Vitaminleistung, d. h. 
hier der antineuritischen Wirkung, heranziehen zu können. Diese 
Versuche sind mißglückt. Ihr negativer Ausfall gestattet aber keinen 
Schluß hinsichtlich des vorher angedeuteten Planes. Denn zwischen 
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dem antineuritischen Vitamin und dem hefewachstumsfördernden 
fehlen, wie man heute weiß, alle die Ähnlichkeiten hinsichtlich Wirkung 
und anderer Eigenschaften, die für die wachstumsfördernden Vitamine 
nachgewiesen werden konnten. 


VII. 


Den vorstehenden Untersuchungen hat die Absicht zugrunde 
gelegen, die Lehre von den wachstumsbeschleunigenden Vitaminen zu 
fördern. Was haben die Untersuchungen zur Verwirklichung dieser 
Absicht geleistet und in welcher Richtung sind sie fortzusetzen ? Das 
Ziel, das erreicht scheint, ist die Ausarbeitung einer brauchbaren und 
handlichen Meßmethode für die Wirkung des bakterienwachstumsfördernden 
Faktors und die Feststellung einer Verwandtschaft dieses Vitamins mil 
den auf das Wachstum der Hefe und der höheren Organismen wirkenden 
Faktoren. Die Bedeutung zuverlässiger Meßmethoden für die weitere 
wissenschaftliche Erforschung dieses ganzen Gebietes liegt auf der Hand. 
Das Ziel, das noch zu erreichen ist, ist die genauere Feststellung der 
Beziehungen zwischen den Wirkungen der verschiedenen wachstums- 
fördernden Vitamine. Vielleicht werden diese Feststellungen der 
Messung der hier untersuchten Vitaminleistung auch für die Klinik 
Bedeutung verschaffen. Aufgabe zukünftiger Untersuchungen wird es 
deshalb sein, weitere Vergleiche zwischen den Leistungen der einzelnen 
wäachstumsfördernden Vitamine vorzunehmen, und zwar aut alle 
möglichen Arten, im Reagenzglas, im Tierexperiment und mit klinischen 
Versuchen. Auch diese vergleichenden Untersuchungen werden durch 
die neuen Meßmethoden auf eine viel exaktere Grundlage gestellt, 
als es bisher möglich gewesen wäre. 

Auf einen anderen Weg für spätere klinisch experimentelle Ver- 
suche weisen die interessanten Beobachtungen von Lichtenstein und 
Euler (23) hin, die eine Vitaminbilanz bei normalem Zuwachs natürlich 
ernährter Säuglinge aufzustellen versucht haben. Es dürfte der Mühe 
verlohnen, diese Versuche mit den hier besprochenen Methoden fort- 
zusetzen, da Untersuchungen dieser Art lehren können, welche Menge 
einer Vitamingruppe dem Organismus unter normalen und patho- 
logischen Bedingungen zugeführt wird. 


Zusammenfassung. 
Die vorstehenden Ausführungen beschäftigen sich mit dem Ausbau 
der Lehre von den wachstums- oder ansatzfördernden Vitaminen. 
Es wird der Vorschlag gemacht, die verschiedenen wachstums- 
fördernden Vitamine, d. h. die das Wachstum der Hefe, Bakterien 
und höheren Organismen fördernden Faktoren einer gemeinsamen 
Gruppe einzuordnen. 
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Die Gründe für die Aufstellung dieser Vitamingruppe werden 
erörtert. 


Als ersten Teil der geplanten Untersuchungen werden für einen 
Angehörigen aus der Gruppe der wachstumsfördernden Vitamine, 
nämlich für den bakterienwachstumsfördernden Faktor, mehrere 
Methoden zur Messung seiner Wirksamkeit untersucht und näher 
beleuchtet. Als brauchbarste Methode hat sich die optische Auswertung 
der durch das Wachstum verursachten Trübung der Nährlösung 
(‚ Trübungsmessung‘‘) erwiesen. Zur Messung der Wachstumsbeschleu- 
nigung ist als geeigneter Weg die Bestimmung derjenigen Menge be- 
funden worden, die in 4 Stunden bei 37°C die Aufschwemmung einer 
bestimmten Menge Kolibakterien gegenüber der Kontrolle zu ver- 
doppeln vermag (,Verdopplungswert‘‘). Bezieht man den Verdopplungs- 
wert auf das Volumen des vitaminhaltigen Ausgangsmaterials, so 
gelangt man zum ‚„Volumenwert‘‘, bezieht man ihn auf die Trocken- 
substanz, so gelangt man zum ‚„Trockensubstanzwert‘“. Von diesen 
Werten ausgehend, kann man durch einfache Rechnung einen zahlen- 
mäßigen Ausdruck für die relative Wirksamkeit der Säfte hinsichtlich 
der Bakterienwachstumsbeschleunigung ableiten. 


Einige Ergebnisse derartiger Messungen werden mitgeteilt. 
Aus einer größeren Untersuchungsreihe über die Resistenz des 
bakterienwachstumsfördernden Faktors wird ein Auszug gebracht. 


Schließlich werden die spezifischen Eigenschaften dieses Faktors 
sowie seine Beziehungen zu den übrigen Vitaminen besprochen. 
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Über die Umwandlung von Glucal in Desoxyglucose 
im Kaninchenorganismus'). 


Von 
Masatoshi Kondo. 


(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundo-Hospital zu Tokio.) 
(Eingegangen am 5. Juli 1924.) 


Zur näheren Kenntnis der Verbrennung der Kohlehydrate im Tier- 
körper, so z. B. des Verhältnisses zwischen der molekularen Konsti- 
tution der Zuckerarten oder auch ihrer räumlichen Konfiguration und 
ihrer Angreifbarkeit im Organismus, sollte immerhin das biologische 
Studium der vom Traubenzucker sich ableitenden Substanzen heran- 
gezogen werden. So kann der Organismus beim Diabetes z. B. unter 
Umständen den Zucker sehr schwer oder nicht mehr angreifen, hingegen 
gelingt es ihm dabei verhältnismäßig leicht, die ersten Oxydations- 
produkte, wie die Glucuronsäure, Gluconsäure, Zuckersäure, Schleim- 
säure usw. zu verbrennen?). 

Unter den Reduktionsprodukten des Traubenzuckers haben wir 
nunmehr das Glucal, das in seinem chemischen Charakterbilde eine 
auffallende Verschiebung von dem der Glucose zeigt, für unsere Ver- 
suche ausgewählt. Diese Substanz wurde zuerst von E. Fischer?) auf- 
gefunden und in jüngster Zeit von seinen Schülern M. Bergmann und 
H. Schotte*) rein dargestellt. Seine Strukturformel und demnach sein 
Zusammenhang mit Glucose wurden mithin endgültig festgestellt. 


(HO)HC BE 
H H CH 


non HOCH 
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Glucose Glucal 


1) Vortrag, gehalten am 22. November 1922 auf dem ,,Biochemiker- 
Abend‘ in Tokio. 

2) O. Baumgarten, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 2, 53. 

3) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 47, 196, 1914. 

t) M. Bergmann und H. Schotte, ebendaselbst 54, 440, 1921. 
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Als Ausgangsmaterial für die Synthese von Glucal diente die 
Acetobromglucose!), deren Darstellung auf der Einwirkung des Eisessig- 
Bromwasserstoffs auf die Pentaacetylglucose (sehr sorgfältig getrocknet!) 
beruht. Aus der Acetobromglucose wird das Triacetylglucal durch 
Essigsäure und Zinkstaub leicht erhalten?). Die letzte Substanz wird 
schließlich mit absolut-methylalkoholischem Ammoniak verseift?). 

Das nach dieser Vorschrift bereitete reine Glucal zeigt keine 
Aldehydeigenschaften (Reduktionsvermögen, Hydrazonprobe usw.); es 
verhält sich demnach nicht mehr wie Glucose. Daß die strukturelle 
Verschiebung von Glucose zu Glucal auch auf das biologische Verhalten 
irgend eine Veränderung auszuüben vermag, ist a priori zu erwarten. 
Auf Veranlassung von Prof. Dr. T. Sasaki habe ich die Frage zur 
experimentellen Untersuchung herangezogen. Als Resultat ergab sich, 
daß das Glucal im Kaninchenleib als Desoxyglucose, wenn auch nur 
teilweise, im Harn ausgeschieden wird, während die Glucose unter 
derselben Bedingung ganz verbrannt wird. 

Die 2-Desoxyglucose (Hydrat des Glucals) wurde in jüngster Zeit 
von M. Bergmann, H. Schotte und W.Lechinsky*) aus Glucal unter 
Einwirkung von verdünnter Schwefelsäure nach achtstündigem Stehen 
bei 0° C als schneeweißes Pulver rein erhalten. Sie reduziert im Gegen- 
satz zu Glucal Fehlingsche Lösung in der Wärme und bildet ein p-Nitro- 
phenylhydrazon (Schmelzpunkt 190 bis 191°). 


H (HO)H 
l L 
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Glucal 2-Desoxyglucose 


Somit haben wir nunmehr eine interessante Wasseranlagerung an 
eine Substanz von Aldehydcharakter vor uns. 

Wir haben weiterhin die künstlich dargestellte Desoxyglucose den 
Kaninchen einverleibt. Dabei wurden etwa 7 Proz. der Substanz un- 
verändert als p-Nitrophenylhydrazon nachgewiesen. 

Im Jahre 1916 hat schon Balcar®) unter Leitung von Mathews 
die physiologische Wirkung des Glucals untersucht. Er hat mit so- 


1) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 49, 584, 1916. 

2) Derselbe, ebendaselbst 47, 199, 1914. 

3) M. Bergmann und H. Schotte, ebendaselbst 54, 440, 1921. 

4) M. Bergmann, H. Schotte u. W. Lechinsky, ebendaselbst 55, 158, 1922. 
5) Balcar, Journ. of biol. Chem. 1916. 
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genanntem Barytglucal!), d. h. einem Gemenge von Glucal und Des- 
oxyglucose gearbeitet, was damals leider noch nicht klargestellt war. 
In bezug auf die Grünfärbung des Harns nach dem Zusatz von kon- 
zentrierter Schwefelsäure, die nach Balcar auf dem Auftreten des teil- 
weise unverändert ausgeschiedenen Glucals beruhen soll, konnte ich 
seine Angabe bestätigen, zumal da Desoxyglucose nach meinen Ver- 
suchen diese Reaktion nicht gibt. 


Experimenteller Teil. 
"Versuche mit Glucal, 


Einem Kaninchen von 2500g wurden 10g Gilucal auf einmal 
(in Wasser gelöst) per os einverleibt. Es traten keinerlei Krankheits- 
erscheinungen auf?). Der über Nacht gesammelte Harn betrug 160 cem?). 
Der Harn war klar und gegen Lackmus fast neutral, im Gegensatz zu 
dem normalen, schmutziggelben getrübten Harn eines Kontrolltieres. 
Der Harn war optisch inaktiv, die Trommersche und Nylandersche 
Probe dagegen stark positiv. Der gesamte Harn wurde mit einer Lösung 
von p-Nitrophenylhydrazin in konzentrierter Essigsäure gefällt und 
der Niederschlag nach einer halben Stunde abgesaugt. Der kristalli- 
nische Niederschlag betrug 0,9g. Zur Reinigung wurden die Kristalle 
mit 96 proz. Alkohol ausgekocht. Die Ausbeute betrug 0,5g. Die 
Substanz wurde im Vakuum bei 100° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet und analysiert: 
0,0892 g Substanz; 0,1552 g CO,, 0,0465g H,O. 
0,1020 g Substanz; 13,2ccm N (28,50, 738,4 mm). 
Für das 2-Desoxyglucose-p-Nitrophenylhydrazon: 
CH.CH,.CHOH.CHOH.CHOH.CH,OH 


N.NH.C,H,NO, 
Ber. C 48,13, H 5,72, N 14,04. 
Gef. C 47,45, H 5,82, N 14,22. 

Mithin wurden etwa 3 Proz. des einverleibten Glucals als 2-Des- 
oxyglucose im Harn ausgeschieden. Das schön rötlich-gelbe, kristalli- 
nische Hydrazon ist schwer löslich in den meisten organischen Lösungs- 
mitteln. Die Mischprobe mit einem Hydrazon der synthetisch dar- 
gestellten Desoxyglucose ergab die Identität. 


= Cu H706 N, (299,13). 


1) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 47, 196, 1914; M. Bergmann 
und H. Schotte, ebendaselbst 54, 440, 1921; H. Schotte, ebendaselbst, S.1564. 

2) Eine kleine Probe des Harns, die einige Stunden nach der Einver- 
leibung entnommen und sofort geprüft wurde, zeigte schon ein deutliches 
Reduktionsvermögen. 

3) Der weiter gesammelte Harn zeigte nicht mehr irgend ein Reduktions- 
vermögen. 
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Nach einigen Tagen wurden demselben Tiere 10 g Glucal subkutan 
appliziert. Das Tier war munter. Der über Nacht gesammelte Harn, 
dessen Menge 200 ccm betrug, zeigte in chemischer und physikalischer 
Hinsicht ganz das gleiche Verhalten wie beim peroralen Versuch. 
Die Ausbeute an p-Nitrophenylhydrazon betrug 0,65g, nach der 
Reinigung mit 96proz. Alkohol 0,4g. Mithin entsprach die ausgeschie- 
dene Menge etwa 2 Proz. der einverleibten Substanz. Schmelzpunkt 
und Mischprobe ergaben, daß die Substanz ebenfalls das reine Hydrazon 
der Desoxyglucose darstellte. 

Darauf wurde der Versuch mit 10g Glucose bei demselben Ka- 
ninchen unter den ganz gleichen Bedingungen, sowohl bei der oralen 
als auch subkutanen Applikation angestellt. 

Das Resultat war, daß sie vollständig vom Organismus verbrannt 
wurde. 

Die Versuche wurden noch einigemal wiederholt und ergaben fast 
dieselben Resultate. 

Versuche mit Desoxyglucose. 

Es wurden einem 3000 g schweren Kaninchen 3g (pro Kilogramm 
l g) Desoxyglucose per os auf einmal (in Wasser gelöst) einverleibt. 
Das Tier war immer munter. Der über Nacht gesammelte Harn betrug 
140 ccm und war fast neutral gegen Lackmus. Eine kleine Probe davon 
ergab, daß der Harn optisch inaktiv, aber Trommers und N ylanders 
Probe stark positiv war. Der übrige gesamte Harn wurde mit einer 
Lösung von p-Nitrophenylhydrazin in konzentrierter Essigsäure gefällt. 
Die Menge des rohen Hydrazons betrug 0,55g. Zur Reinigung wurde 
es mit 96proz. Alkohol ausgekocht. Das so gereinigte Hydrazon wog 
0,4g. Es schmolz bei 190 bis 191° unter Zersetzung. Die Mischprobe 
mit dem aus der synthetischen Desoxyglucose dargestellten Hydrazon 
ergab die Identität. Mithin wurden 7 Proz. der einverleibten Des- 
oxyglucose im Harn wieder nachgewiesen. 


Zusammenfassung. 


l. Bei der subkutanen und oralen Applikation des Glucals beim 
Kaninchen wurden 2 bis 3 Proz. der einverleibten Menge als 2-Des- 
oxyglucose im Harn nachgewiesen. 

2. Bei der oralen Darreichung der Desoxyglucose beim Kaninchen 
wurden 7 Proz. der einverleibten Menge unverändert im Harn nach- 
gewiesen. Desoxyglucose ist beim Kaninchen ungiftig. 





Über das Adsorptions- und Entgiftungsvermögen 
verschiedener Kohlearten. 


Von 


Kap-Soo-Lee. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1924.) 


Joachimoglu (1) konnte in quantitativen Versuchen zeigen, daß 
an Tierkohle adsorbierte Gifte (Strychnin) in großen, mehrfach tödlichen 
Dosen Versuchstieren in den Magen-Darmkanal eingeführt werden 
können, ohne daß Intoxikationssymptome auftreten; daraus geht 
hervor, daß die adsorptive Bindung des Strychnins an die Tierkohle 
so fest ist, daß eine Verdrängung von der Kohle durch andere Ionen 
oder Moleküle während der Passage durch den Magen-Darmkanal und 
als Folge davon eine Resorption des Giftes nicht in nennenswertem 
Grade stattfindet. Andererseits fand Keeser (2), daß bei der Verab- 
folgung von Salicylsäure, die an Kohle gebunden war, im Magen- 
Darnıkanal noch eine Verzögerung, bei der Verabfolgung von an Kohle 
gebundenem, aber sehr leicht von ihr zu verdrängendem Jod nicht 
einmal eine Verzögerung der Resorption nachgewiesen werden kann. 
Es handelt sich auch bei der Adsorption von sehr gut adsorbierbaren 
Substanzen meist nicht darum, daß überhaupt keine Verdrängung 
stattfindet, sondern nur darum, daß sie und damit parallel gehend 
auch die Resorption der eingeführten Gifte außerordentlich stark ver- 
zögert ist. 

Joachimoglu (1) stellte nun vergleichende Untersuchungen über das 
Adsorptionsvermögen verschiedener Kohlearten für Jod in vitro an und 
untersuchte auch ihr Entgiftungsvermögen für Strychnin im Magen-Darm- 
kanal des Hundes. Hierbei kam er zu dem in der folgenden Tabelle an- 
geführten Ergebnis (s. Tabelle auf folgender Seite). 

Auf Grund dieser Unterschiede empfiehlt Joachimoglu, außer der 
Bestimmung der Adsorptionsfähigkeit in vitro mit Jodlösung auch das 
Entgiftungsvermögen für die Kohlen zu prüfen, die therapeutisch ver- 
wendet werden. 

Diese Befunde wurden durch Untersuchungen von Keeser (2) bestätigt, 
der fand, daß eine Parallelität zwischen der Adsorptionsfähigkeit einer 
Kohle für Alkaloide und der für Jod in vitro sowie ihrem Entgiftungs- 
vermögen im Magen-Darmkanal des Hundes nicht besteht. 
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| In bezug auf das Adsorptions» | la beru suf das Eatgiftungs- 
| Rare für Jod in is steht vermögen beim Hunde steht 


Knochenkohlegepulrv. ( Kahl- 
um) 














an L Stello | Carbo animalis „Orange“ 


HE y Blutkohle ger. (Kahlbaum) | Carbo animalis „Orange“ 
ie , Carbovent Carbo animalis (Merck) 
„4, Carbo animalis (Merck) Blutkohle ger. (Kahlbaum) 
„db „ Buchenholzkohle (LR oh. Buchenholzkohle (Kall- 
baum) baum) 
ge : eg Carbo animalis purise. sico. | Carbo animalis puriss. sicc. 
(Merck) (Merck) 
aTe j Knochenkohlegepulv.(Kahl- | Carbovent 
baum) 
ei - re Lindenkohle (Kahlbaum) Lindenkohle (Kahlbaum) 
a y Carbo carnis purus pulv. | Carbo oarnis purus pulv. 
(Merck) (Merck) 
„ee. „ Buchenholzkohle (Merck) Buchenholzkohle (Merck) 


Haben sich somit Unterschiede in der Adsorptionsfähigkeit einer 
Kohle in vitro und ihrem Entgiftungsvermögen für Kationen in vivo 
gezeigt, so taucht die Frage auf, ob auch entsprechende Differenzen 
zwischen der Adsorption des Jodanions in vitro und dem Entgiftungs- 
vermögen einer Kohle für andere, besser oder schlechter adsorbierbare 
Anionen in vivo gefunden werden. Zur Beantwortung dieser Frage 
untersuchte ich das Entgiftungsvermögen verschiedener Kohlearten für 
Arsen und Salicylsäure im Magen-Darmkanal des Hundes. 


I. Adsorption von Natriumarsenit. 


20,0 mg Natriumarsenit wurden in 100,0 ccm Wasser gelöst, mit 
variierenden Mengen der zu untersuchenden Kohleart versetzt und mit 
der Schlundsonde in den Magen des Versuchstieres gebracht. Im 
Glase verbleibende Reste von Kohle wurden mit Wasser nachgespült. 
Darauf wurde der Urin des in einem Käfig befindlichen Versuchstieres 
24 Stunden lang quantitativ aufgefangen, filtriert und auf einem 
Wasserbade zur Trockne eingedampft. Nach Hinzufügen von Kalium- 
permanganatlösung und Salpetersäure wurde wieder mit kleiner Flamme 
eingedampft. Nachdem die Masse abgekühlt war, wurden 10,0 ccm 
konzentrierter Schwefelsäure zugefügt und wieder so lange erhitzt. 
bis weiße Dämpfe aufsteigen. Nach erneutem Abkühlen wurden 60,0 ccm 
Wasser zugefügt. Nach Erhitzen (8 Minuten) wurde filtriert und im 
Filtrat die Arsenmenge mit dem Harsh achen Apparat bestimmt. 

Einigemal trat infolge zu großer Kohlemengen Erbrechen des 
Versuchstieres auf. Diese Versuche wurden dann so ausgeführt, daß 
die Kohle und das Natriumarsenit mit Hackfleisch vermengt wurden. 
Auf diese Weise gelang es ohne Schwierigkeit, den Hunden, die das 
Fleisch fraßen, die entsprechende Kohlenmenge zuzuführen. Die in 
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dieser Art vorgenommenen Versuche sind in den nachstehenden Proto- 
kollen mit einem Sternchen (*) bezeichnet. 

Es bleibt noch zu erwähnen, daß zwischen jedem Versuch eine 
so lange Pause eingeschaltet wurde, daß die zugeführte Kohle im Kote 
nicht mehr sichtbar, also offenbar größtenteils ausgeschieden war. 


Tabelle I. Knochenkohle gepulvert (Kahlbaum). 


nennen nn open nern een en name 
Hunde» Gefundene 
Nr. | Gewicht Natriumarsenit Kohle Stunde Harnmenge Arsenmenge 
kg mg g ccm mg 
| 





Grenze: 25,0 g Knochenkohle (Kahlbaum). 
Tabelle II. Lindenkohle (Kahlbaum). 








EE EE 
N. | gewicht | Natriumarsenit | Kohle | Stunde | Baseng | ‚Gefundene 
1 |o m | e | e ée 


1 | 8,2 20,0 10,0 1—24 1170,0 0,20 
2 8,7 20,0 0 1—24 1400,0 0,12 
*3 8,4 20,0 40,0 1—24 1070,0 negativ 

4 8'2 20,0 30,0 1—24 1100,0 f 
5 6,3 20,0 35,0 1—24 1100,0 0.04 
+6 6,0 20,0 40,0 1—24 960,0 negativ 


Grenze: 40,0g Lindenkohle (Kahlbaum). 
Tabelle III. Carbo animalis (Merck). 















































Nr. site Natriumarsenit | Kohle Stunde Harnmenge Ponent 
| e =s m 
(T 45 20,0 10,0 1—24 530,0 0,13 
2 | 50 20,0 20,0 1—24 500,0 0,07 
3 | 82 20.0 40.0 1—24 1000,0 negativ 
4 8,0 20,0 30,0 1—24 500,0 Spur 
5 | 86 20.0 350 | 1-4 1300,0 negativ 
Grenze: 35,0g Carbo animalis (Merck). 
Tabelle IV. Blutkohle gereinigt (Kahlbaum). 
Nr. l eich Natriumarsenit | Kohle Stunde Harnmenge rise 
KSE o kg ccm mg 
LH 45 1—24 500,0 0,08 
*2 8,5 1—24 1300,0 negativ 
3 4,5 1—4 600,0 ‚03 
4 4,9 1—24 ' 1200,0 negativ 








Grenze: 35,0 g Blutkohle gereinigt (Kahlbaum). 
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Tabelle V. Buchenholzkohle (Merck). 


l Hunde» ; Gefundene 
Nr. | gewicht | Natriumarsenit Kohle ‚| Stunde Harnmenge Arsenmenge 
| ke mg g eem mg 








Grenze: 50,0g Buchenholzkohle (Merck). 


II. Adsorption von Natriumsalicylat. 


Zur Bestimmung des Verlaufs der Adsorption von Natriumsalicylat 
wurden variierende Mengen von Natrium salicylicum in 100,0 ccm 
Wasser gelöst, mit 1 g der zu untersuchenden Kohleart versetzt und mit 
der Schlundsonde in den Magen des Versuchstieres eingeführt. Darauf 
wurde der Urin der nächsten 24 Stunden quantitativ aufgefangen und 
in ihm die Salicylsäure qualitativ mit der Eisenchloridreaktion und — 
zur Kontrolle — auch in folgender Weise bestimmt: 50,0 ccm des zu 
untersuchenden Urins wurden mit 1,0ccm verdünnter Schwefelsäure 
angesäuert, dann dreimal mit je 60,0 ccm Petrolätherchloroform (3 : 2) 
im Scheidetrichter geschüttelt. Das Petrolätherchloroformgemisch 
wurde dann abfiltriert, mit 20,0 ccm Aqua dest. und 2,0 ccm l prot. 
Eisenalaunlösung versetzt und in einem Scheidetrichter geschüttelt; 
darauf wurde die wässerige Eisenalaunlösung entfernt und so oft durch 
eine neue ersetzt, bis keine rotviolette Färbung mehr auftrat. 


Tabelle VI. Knochenkohle gepulvert (Kahlbaum). 























| Hundes Kohl Natrium H Salicylsä x 
Nr. | a onlie salicylicum Stunde ammenge nn um 
g g g ccm 
1 7,6 1,0 om | 1-24 | 17000 negativ 
2 | 5,4 1,0 0,07 1—24 ' 1150,0 S 
3 | 6,7 1,0 0,10 1—24 350,0 S 
4 | 6,5 1,0 0,13 | 1—24 1800,0 e 
5 | 6,5 1,0 0,16 1—24 1300,0 positiv 
6 ' 49 1,0 0,15 1—24 1800,0 | Spur 
7 | 8,5 1,0 0,14 1—24 | 13000 | negativ 


Grenze: 0,14g Natriumsalicylat. 


Tabelle VII. Lindenkohle (Kahlbaum). 





Natrium 








‘| Hunde EER e 
Nr. | gewicht Kohle | salicylicum | Stunde | Harnomenge Gg Kern im 
BE, SEHR RK. RBERE: g e dii 
DZ De Ber Be 
1 | 63 10 00 1—24 1500,0 positiv 
2 | 61 1,0 0,09 1—24 - 500,0 Spur 
3 | 5,7 1,0 ; 0,08 | 1-24 1700,0 negativ 








Grenze: 0,08 g Natriumsalicylat. 
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Sh die erwähnte Bindung des Präcipitins an mit Serum be- 
e war auch schon die ungestörte Reaktion zwischen einem 
len Antikörper und seinem Antigen festgestellt, ähnlich dem 
chien Hämolysin und seinem Antilysin. Ein prinzipieller 
Mied. wie er früher zwischen Antitoxinen als Receptoren erster 
" nach dem Ehrlichschen Schema und den fällenden Anti- 
den Receptoren zweiter Ordnung gemacht wurde, läßt sich 
"Untersuchungen der letzten Jahre, die zuerst von französischen 
"nämlich von Ramon!), mit einer anderen Technik von Nicolle 
ebains?), ferner von Renaux?) und Schmidt*), von deutscher 
Wer anderem von Scholz) unternommen wurden, nicht mehr 
erhalten. Bei beiden Arten von Antikörpern tritt als erste Phase 
messes eine Adsorption zwischen den beiden reagierenden Kom- 
1 ein, an die sich dann als zweite Phase weitere Veränderungen 
icBen, die bei den Präeipitinen und Agglutininen in einer sicht- 
Fällung bestehen. Bei den Antitoxinen ist eine Flockung nur 
besonders günstigen Bedingungen wahrnehmbar, sonst bleibt 
@eregatbildung unterhalb der Sichtbarkeitsgrenze. In allen Fällen 
> aber derjenige Prozeß, der als sekundäre Verfestigung der Toxin- 
Otoxinverbindung bezeichnet wird, mit dieser Aggregatbildung in 
~ ehung zu bringen sein. Eine Ausflockung wurde bisher beim 
"ie und Tetanusgift beschrieben. Ich selbst konnte eine solche 
icht veröffentlichten Versuchen auch für das zu den Kohlenversuchen 

© verwendete Hämotoxin des Vibrio Kadikjö beobachten. 
ue vorliegenden Versuche beschäftigen sich insbesondere damit, 
\erhalten der an Kohle adsorbierten Präcipitine, sowohl der für 
hes als auch bakterielles Antigen und das der Agglutinine für die 

[fenden Zellarten zu untersuchen. 


RN. 
"` POT 


I. Bakterienpräeipitine. 


Zur Herstellung wirksamer Bakterienextrakte wurden 16- bis 
Zündige Agarkulturen von Typhus- oder Cholerabakterien mit wenig 
her Kochsalzlösung abgeschwemmt und zur Befreiung von 

N ihrbodenstoffen scharf zentrifugiert. Die Bakterien- 

ı wieder in Kochsalzlösung aufgenommen, 4 bis 
schrank und über Nacht bei ungefähr 6 bis 8°C 
Klärung zentrifugiert. Die Abgüsse erhielten 
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Über das Verhalten des an Kohle oder Kaolin adserbierten 
Präcipitins und Agglutinins zu seinem Antigen. 


Von 
M. Eisler. 


(Aus dem staatlichen sero-therapeutischen Institut in Wien.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1924.) 


In einer vor einiger Zeit durchgeführten Versuchsreihe!) wurde 
das Verhalten verschiedener an Kohle gebundener Antitoxine zu ihren 
dazugehörigen Toxinen, und auch umgekehrt das der zuerst adsorbierten 
Toxine zu den entsprechenden Antitoxinen studiert. Es hat sich dabei 
gezeigt, daß alle die geprüften Antitoxine, nämlich ein Antihämotoxm 
gegen das Lysin des Vibrio Kadikjö, ferner Tetanus- und Diphtherie- 
antitoxin durch die Adsorption an Kohle ihr Giftbindungsvermiögen 
vollständig verloren haben. Dieser Verlust dokumentiert sich nicht 
nur dadurch, daß selbst, wenn die Kohle ein Vielfaches der zur Gift- 
neutralisation erforderlichen Serummenge an sich gerissen hat, keine 
Entgiftung stattfindet, sondern auch dadurch, daB eine solche Kohle 
weniger Toxin bindet als unvorbehandelte, und trotzdem giftiger ist 
als eine solche; selbst wenn diese eine größere Quantität Gift gebunden 
hat. Die beiden letzteren Erscheinungen wurden in der Weise gedeutet, 
daß die Oberfläche der Kohle durch das unwirksam gewordene Anti- 
toxin besetzt ist, so daß sie an Adsorptionskraft verloren hat und die 
noch stattfindende Bindung viel lockerer ist. Trotz des Verlustes der 
antitoxischen Funktion war der artspezifische Charakter des Immun- 
serums, der in der chemischen Konstitution seiner Eiweißkörper be- 
gründet ist, erhalten; er ließ sich durch spezifische Bindung des ent- 
sprechenden Präcipitins erkennen. 

Das Verhalten der an Kohle adsorbierten Toxine war verschieden. 
Während das Hämolysin sowie im freien Zustande von äquivalenten 
Antitoxinmengen neutralisiert wurde, war zur Entgiftung des Diphtherie- 
und Tetanustoxins ein se ` Antitoxinüberschuß nötig. 





1) Die 
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Durch die erwähnte Bindung des Präcipitins an mit Serum be- 
ladene Kohle war auch schon die ungestörte Reaktion zwischen einem 
der fällenden Antikörper und seinem Antigen festgestellt, ähnlich dem 
untersuchten Hämolysin und seinem Antilysin. Ein prinzipieller 
Unterschied, wie er früher zwischen Antitoxinen als Receptoren erster 
Ordnung nach dem Zhrlichschen Schema und den fällenden Anti- 
körpern den Receptoren zweiter Ordnung gemacht wurde, läßt sich 
nach den Untersuchungen der letzten Jahre, die zuerst von französischen 
Autoren, nämlich von Ramon T. mit einer anderen Technik von Nicolle 
Césari et Debains?), ferner von Renauzx?) und Schmidi*), von deutscher 
Seite unter anderem von Scholz®) unternommen wurden, nicht mehr 
aufrecht erhalten. Bei beiden Arten von Antikörpern tritt als erste Phase 
des Prozesses eine Adsorption zwischen den beiden reagierenden Kom- 
ponenten ein, an die sich dann als zweite Phase weitere Veränderungen 
anschließen, die bei den Präcipitinen und Agglutininen in einer sicht- 
baren Fällung bestehen. Bei den Antitoxinen ist eine Flockung nur 
unter besonders günstigen Bedingungen wahrnehmbar, sonst bleibt 
die Aggregatbildung unterhalb der Sichtbarkeitsgrenze. In allen Fällen 
dürfte aber derjenige Prozeß, der als sekundäre Verfestigung der Toxin- 
Antitoxinverbindung bezeichnet wird, mit dieser Aggregatbildung in 
Beziehung zu bringen sein. Eine Ausflockung wurde bisher beim 
Diphtherie- und Tetanusgift beschrieben. Ich selbst konnte eine solche 
in nicht veröffentlichten Versuchen auch für das zu den Kohlenversuchen 
von mir verwendete Hämotoxin des Vibrio Kadikjö beobachten. 

Die vorliegenden Versuche beschäftigen sich insbesondere damit, 
das Verhalten der an Kohle adsorbierten Präcipitine, sowohl der für 
tierisches als auch bakterielles Antigen und das der Agglutinine für die 
betreffenden Zellarten zu untersuchen. 


I. Bakterienpräeipitine. 


Zur Herstellung wirksamer Bakterienextrakte wurden 16- bis 
18stündige Agarkulturen von Typhus- oder Cholerabakterien mit wenig 
physiologischer Kochsalzlösung abgeschwemmt und zur Befreiung von 
den gelösten Nährbodenstoffen scharf zentrifugiert. Die Bakterien- 
sedimente wurden wieder in Kochsalzlösung aufgenommen, 4 bis 
5 Stunden im Brutschrank und über Nacht bei ungefähr 6 bis 8°C 
gehalten und dann bis zur Klärung zentrifugiert. Die Abgüsse erhielten 
zur Abtötung eventuell noch vorhandener einzelner Keime einen ent- 





1) C. r. Soc. de biol. 1922 und 1923. 
D Ann. Pasteur 1922. 

3) C. r. soc. de biol. 1923. 

4) Ebendaselbst 88. 

5) Centralbl. f. Bakt. I. O., 91, H. 1. 


Über den Nachweis von Bilirubin und Urobilin in den Fäzes 
mit Trichloressigsäure,. 


Von 


D. Adlersberg und 0. Porges. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1924.) 


Für den Urobilin- und Bilirubinnachweis im Stuhle bestehen 
mehrere Methoden, so die Schmidische Sublimatprobe, die @melinsche, 
Huppertsche, Schlesingersche Probe, die Eisenchloridreaktion nach 
Grigault, für das Urobilinogen die Zhrlichsche Aldehydreaktion und 
dergleichen mehr. Für praktische Zwecke hat sich vor allen anderen 
die Schmidtsche Sublimatprobe eingeführt, sie hat auch den anderen 
gegenüber den Vorteil der einfachen Ausführbarkeit und der Gleich- 
zeitigkeit des Nachweises beider Farbstoffe nebeneinander. 

Fouchet und Grimbert, sowie Vogl und Zins haben unabhängig 
voneinander die Trichloressiggäure zum Nachweis pathologischer 
Bilirubinämie empfohlen. Da sich uns diese Methode für ihren ur- 
sprünglichen Zweck gut bewährte, so haben wir versucht, sie auch 
für den Nachweis von Bilirubin und Urobilin im Stuhle dienstbar zu 
machen. Wir haben unsere diesbezüglichen Untersuchungen in der 
Gesellschaft für innere Medizin und Kinderheilkunde, Wien (Sitzung 
vom 19. Oktober 1922), kurz demonstriert. Die weiteren günstigen 
Erfahrungen, die wir mit dieser Methode machen konnten, geben uns 
Veranlassung, sie an dieser allgemein zugänglichen Stelle mitzuteilen. 

Wir verwenden die Probe in drei Modifikationen: 

l. Man verreibt ein kleinerbsengroßes Stück Fäzes gleichmäßig 
mit einer nicht zu geringen Menge 20proz. Trichloressigsäure, läßt 
das Gemisch einige Stunden stehen, worauf die urobilinhaltigen Teilchen 
rötlich, die bilirubinhaltigen Stuhlpartikelchen grün erscheinen. 

2. Diese und die folgende Probe eignet sich ganz besonders für 
den Praktiker, weil sie in kürzester Zeit das Resultat der Untersuchung 
bekannt gibt. — Man verfährt wie unter 1. und filtriert sofort das 
Stuhltrichloressigsäuregenisch durch ein kleines Filterchen, analog 
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Durch die erwähnte Bindung des Präcipitins an mit Serum be- 
ladene Kohle war auch schon die ungestörte Reaktion zwischen einem 
der fällenden Antikörper und seinem Antigen festgestellt, ähnlich dem 
untersuchten Hämolysin und seinem Antilysin. Ein prinzipieller 
Unterschied, wie er früher zwischen Antitoxinen als Receptoren erster 
Ordnung nach dem ÄEhrlichschen Schema und den fällenden Anti- 
körpern den Receptoren zweiter Ordnung gemacht wurde, läßt sich 
nach den Untersuchungen der letzten Jahre, die zuerst von französischen 
Autoren, nämlich von Ramor!), mit einer anderen Technik von Nicolle 
Césari et Debains?), ferner von Renaux?) und Schmidi*), von deutscher 
Seite unter anderem von ‚Scholz°) unternommen wurden, nicht mehr 
aufrecht erhalten. Bei beiden Arten von Antikörpern tritt als erste Phase 
des Prozesses eine Adsorption zwischen den beiden reagierenden Kom- 
ponenten ein, an die sich dann als zweite Phase weitere Veränderungen 
anschließen, die bei den Präcipitinen und Agglutininen in einer sicht- 
baren Fällung bestehen. Bei den Antitoxinen ist eine Flockung nur 
unter besonders günstigen Bedingungen wahrnehmbar, sonst bleibt 
die Aggregatbildung unterhalb der Sichtbarkeitsgrenze. In allen Fällen 
dürfte aber derjenige Prozeß, der als sekundäre Verfestigung der Toxin- 
Antitoxinverbindung bezeichnet wird, mit dieser Aggregatbildung in 
Beziehung zu bringen sein. Eine Ausflockung wurde bisher beim 
Diphtherie- und Tetanusgift beschrieben. Ich selbst konnte eine solche 
in nicht veröffentlichten Versuchen auch für das zu den Kohlenversuchen 
von mir verwendete Hämotoxin des Vibrio Kadikjö beobachten. 

Die vorliegenden Versuche beschäftigen sich insbesondere damit, 
das Verhalten der an Kohle adsorbierten Präcipitine, sowohl der für 
tierisches als auch bakterielles Antigen und das der Agglutinine für die 
betreffenden Zellarten zu untersuchen. 


I. Bakterienpräeipitine. 


Zur Herstellung wirksamer Bakterienextrakte wurden 16- bis 
18stündige Agarkulturen von Typhus- oder Cholerabakterien mit wenig 
physiologischer Kochsalzlösung abgeschwenımt und zur Befreiung von 
den gelösten Nährbodenstoffen scharf zentrifugiert. Die Bakterien- 
sedimente wurden wieder in Kochsalzlösung aufgenommen, 4 bis 
5 Stunden im Brutschrank und über Nacht bei ungefähr 6 bis 80C 
gehalten und dann bis zur Klärung zentrifugiert. Die Abgüsse erhielten 
zur Abtötung eventuell noch vorhandener einzelner Keime einen ent- 


1) C. r. Soc. de biol. 1922 und 1923. 
2) Ann. Pasteur 1922. 

3) C. r. soc. de biol. 1923. 

1) Ebendaselbst 88. 

5) Centralbl. f. Bakt. I. O., 91, HL 


Über das Verhalten des an Kohle oder Kaolin adserbierten 
Präcipitins und Agglutinins zu seinem Antigen. 


Von 
M. Eisler. 


(Aus dem staatlichen sero-therapeutischen Institut in Wien.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1924.) 


In einer vor einiger Zeit durchgeführten Versuchareihe!) wurde 
das Verhalten verschiedener an Kohle gebundener Antitoxine zu ihren 
dazugehörigen Toinen, und auch umgekehrt das der zuerst adsorbierten 
Toxine zu den entsprechenden Antitoxinen studiert. Es hat sich dabei 
gezeigt, daß alle die geprüften Antitoxine, nämlich ein Antihämotoxin 
gegen das Lysin des Vibrio Kadikjö, ferner Tetanus- und Diphtbherie- 
antitoxin durch die Adsorption an Kohle ihr Giftbindungsvermögen 
vollständig verloren haben. Dieser Verlust dokumentiert sieh nicht 
nur dadurch, daß selbst, wenn die Kohle ein Vielfaches der zur Gift- 
neutralisation erforderlichen Serummenge an sich gerissen hat, keine 
Entgiftung stattfindet, sondern auch dadurch, daß eine solche Kohle 
weniger Toxin bindet als unvorbehandelte, und trotzdem giftiger ist 
als eine solche; selbst wenn diese eine größere Quantität Gift gebunden 
hat. Die beiden letzteren Erscheinungen wurden in der Weise gedeutet, 
daß die Oberfläche der Kohle durch das unwirksam gewordene Anti- 
toxin besetzt ist, so daß sie an Adsorptionskraft verloren hat und die 
noch stattfindende Bindung viel lockerer ist. Trotz des Verlustes der 
antitoxischen Funktion war der artspezifische Charakter des Immun- 
serums, der in der chemischen Konstitution seiner Eiweißkörper be- 
gründet ist, erhalten; er ließ sich durch spezifische Bindung des ent- 
sprechenden Präcipitins erkennen. 

Das Verhalten der an Kohle adsorbierten Toxine war verschieden. 
Während das Hämolysin sowie im freien Zustande von äquivalenten 
Antitoxinmengen neutralisiert wurde, war zur Entgiftung des Diphtherie- 
und Tetanustoxins ein sehr großer Antitoxinüberschuß nötig. 





1) Diese Zeitschr. 185, H. 4/6. 
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Durch die erwähnte Bindung des Präcipitins an mit Serum be- 
ladene Kohle war auch schon die ungestörte Reaktion zwischen einem 
der fällenden Antikörper und seinem Antigen festgestellt, ähnlich dem 
untersuchten Hämolysin und seinem Antilysin. Ein prinzipieller 
Unterschied, wie er früher zwischen Antitoxinen als Receptoren erster 
Ordnung nach dem Zhrlichschen Schema und den fällenden Anti- 
körpern den Receptoren zweiter Ordnung gemacht wurde, läßt sich 
nach den Untersuchungen der letzten Jahre, die zuerst von französischen 
Autoren, nämlich von Ramon!), mit einer anderen Technik von Nicole 
Césari et Debains?), ferner von Renaux?) und Schmidit), von deutscher 
Seite unter anderem von Scholz) unternommen wurden, nicht mehr 
aufrecht erhalten. Bei beiden Arten von Antikörpern tritt als erste Phase 
des Prozesses eine Adsorption zwischen den beiden reagierenden Kom- 
ponenten ein, an die sich dann als zweite Phase weitere Veränderungen 
anschließen, die bei den Präcipitinen und Agglutininen in einer sicht- 
baren Fällung bestehen. Bei den Antitoxinen ist eine Flockung nur 
unter besonders günstigen Bedingungen wahrnehmbar, sonst bleibt 
die Aggregatbildung unterhalb der Sichtbarkeitsgrenze. In allen Fällen 
dürfte aber derjenige Prozeß, der als sekundäre Verfestigung der Toxin- 
Antitoxinverbindung bezeichnet wird, mit dieser Aggregatbildung in 
Beziehung zu bringen sein. Eine Ausflockung wurde bisher beim 
Diphtherie- und Tetanusgift beschrieben. Ich selbst konnte eine solche 
in nicht veröffentlichten Versuchen auch für das zu den Kohlenversuchen 
von mir verwendete Hämotoxin des Vibrio Kadikjö beobachten. 

Die vorliegenden Versuche beschäftigen sich insbesondere damit, 
das Verhalten der an Kohle adsorbierten Präcipitine, sowohl der für 
tierisches als auch bakterielles Antigen und das der Agglutinine für die 
betreffenden Zellarten zu untersuchen. 


I. Bakterienpräeipitine. 


Zur Herstellung wirksamer Bakterienextrakte wurden 16- bis 
18stündige Agarkulturen von Typhus- oder Cholerabakterien mit wenig 
physiologischer Kochsalzlösung abgeschwemmt und zur Befreiung von 
den gelösten Nährbodenstoffen scharf zentrifugiert. Die Bakterien- 
sedimente wurden wieder in Kochsalzlösung aufgenommen, 4 bis 
5 Stunden im Brutschrank und über Nacht bei ungefähr 6 bis 8°C 
gehalten und dann bis zur Klärung zentrifugiert. Die Abgüsse erhielten 
zur Abtötung eventuell noch vorhandener einzelner Keime einen ent- 


1) C. r. Soc. de biol. 1922 und 1923. 
2) Ann. Pasteur 1922. 

8) C. r. soc. de biol. 1923. 

4) Ebendaselbst 88. 

5) Centralbl. f. Bakt. I. O., 91, H. 1. 
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sprechenden Karbolzusatz (0,öproz.). Als Präcipitin dienten die Sera 
zweier Pferde, von denen eins mit Choleravibrionen injiziert worden 
war und einen Agglutinationstiter von 1:20000 besaß, das andere 
mit Typhusbazillen vorbehandelt worden war und den Titer 1: 40000 
hatte. 

Je 0.16 einer Knochenkohle!) wurde mit je O,lccm Typhus- 
oder Choleraimmunserum versetzt, das Gesamtvolumen mit physio- 
logischer Kochsalzlösung auf 2ccm gebracht und die Proben unter 
'öfterem Umschütteln 30 bis 40 Minuten bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. Gleichzeitig wurde 0,1g Kohle nur mit Z ccm Kochsalz- 
lösung versetzt und in der gleichen Weise behandelt. Nach Ablauf 
der angegebenen Zeit wurde die Kohle abzentrifugiert, die Sedimente 
dreimal mit Kochsalzlösung gewaschen, hierauf mit je 1 cem Cholera- 
oder Typhusextrakt versetzt und wieder unter öfterem Umschütteln 
durchschnittlich 40 Minuten bei Zimmertemperatur stehengelassen. 
Nach Entfernung der Kohle durch Zentrifugieren erfolgte die Prüfung 
der klaren Abgüsse auf ihren Präcipitinogengehalt, indem verschiedene 
Mengen derselben mit je 0,1 ccm der beiden Immunsera versetzt wurden. 
Gleichzeitig wurde immer auch eine Probe des unvorbehandelten be- 
treffenden Extraktes zur Präcipitation herangezogen. Zur Kontrolle 
dienten bei den Versuchen mit Choleraextrakt der entsprechende Zusatz 
von Typhusimmunserum und umgekehrt. Außerdem wurden natürlich 
auch Extrakt- und Serumproben mit reiner Kochsalzlösung aufgestellt. 
Sämtliche Proben blieben mehrere Stunden im Brutschrank, hierauf 
über Nacht bei Zimmertemperatur. Die Ablesung erfolgte am nächsten 
Morgen. In der folgenden Tabelle ist je ein Versuch mit Cholera- und 
Typhusextrakt wiedergegeben. Die Kontrollproben mit dem nicht 
homologen Serum oder mit Kochsalzlösung waren zur Zeit der Ab- 
lesung immer vollkommen klar, so daß von deren Anführung in der 
Tabelle abgesehen werden kann. 

Die angeführten Versuchsbeispiele lassen erkennen, daß mit spezi- 
fischem Präcipitin beladene Kohle keine Extraktbindung bewirkt, 
sondern sich gleich der mit einem nicht spezifischen Präcipitin ver- 
setzten verhält. Die nur mit Kochsalzlösung behandelte Kohle hat 
dagegen eine deutliche Verminderung des Präcipitinogens im Extrakt 
hervorgerufen. Die mangelnde Bindungsfähigkeit der serumbeladenen 
Kohle ist aus der Besetzung ihrer Oberfläche zu erklären. Jedenfalls 
muß aus diesen Versuchen der Schluß gezogen werden, daß das Prä- 
eipitin durch die Adsorption an Kohle vollkommen unwirksam wird. 
Bemerkt sei noch, daß auch in Versuchen, in denen der Kohle selbst 





1) Es war dasselbe Präparat, das in den früheren Versuchen (diese 
Zeitschr. 185) mit Toxin und Antitoxin verwendet worden war. 
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genanntem Barytglucal!), d. h. einem Gemenge von Glucal und Des- 
oxyglucose gearbeitet, was damals leider noch nicht klargestellt war. 
In bezug auf die Grünfärbung des Harns nach dem Zusatz von kon- 
zentrierter Schwefelsäure, die nach Balcar auf dem Auftreten des teil- 
weise unverändert ausgeschiedenen Glucals beruhen soll, konnte ich 
seine Angabe bestätigen, zumal da Desoxyglucose nach meinen Ver- 
suchen diese Reaktion nicht gibt. 


Experimenteller Teil. 
"Versuche mit Glucal. 


Einem Kaninchen von 2500g wurden 10g Glucal auf einmal 
(in Wasser gelöst) per os einverleibt. Es traten keinerlei Krankheits- 
erscheinungen auf?). Der über Nacht gesammelte Harn betrug 160 ccm?). 
Der Harn war klar und gegen Lackmus fast neutral, im Gegensatz zu 
dem normalen, schmutziggelben getrübten Harn eines Kontrolltieres. 
Der Harn war optisch inaktiv, die Trommersche und Nylandersche 
Probe dagegen stark positiv. Der gesamte Harn wurde mit einer Lösung 
von p-Nitrophenylhydrazin in konzentrierter Essigsäure gefällt und 
der Niederschlag nach einer halben Stunde abgesaugt. Der kristalli- 
nische Niederschlag betrug 0,9g. Zur Reinigung wurden die Kristalle 
mit 96 proz. Alkohol ausgekocht. Die Ausbeute betrug 0,5g. Die 
Substanz wurde im Vakuum bei 100° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet und analysiert: 


0,0892 g Substanz; 0,1552 g CO,, 0,0465g H,O. 
0,1020 g Substanz; 13,2ccm N (28,5°, 738,4 mm). 
Für das 2-Desoxyglucose-p-Nitrophenylhydrazon: 


CH.CH,.CHOH.CHOH.CHOH.CH,OH 


| = Cia H, OÖ, N, (299,13). 
N.NH.C,H,NO, 


Ber. C 48,13, H 5,72, N 14,04. 
Gef. C 47,45, H 5,82, N 14,22. 


Mithin wurden etwa 3 Proz. des einverleibten Glucals als 2-Des- 
oxyglucose im Harn ausgeschieden. Das schön rötlich-gelbe, kristalli- 
nische Hydrazon ist schwer löslich in den meisten organischen Lösungs- 
mitteln. Die Mischprobe mit einem Hydrazon der synthetisch dar- 
gestellten Desoxyglucose ergab die Identität. 


1) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 47, 196, 1914; M. Bergmann 
und H. Schotte, ebendaselbst 54, 440, 1921; H. Schotte, ebendaselbst, S.1564. 

2) Eine kleine Probe des Harns, die einige Stunden nach der Einver- 
leibung entnommen und sofort geprüft wurde, zeigte schon ein deutliches 
Reduktionsvermögen. 

3) Der weiter gesammelte Harn zeigte nicht mehr irgend ein Reduktions- 
vermögen. 
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einzelnen Bakterienaufschwemmungen auf ihre Dichte miteinander 
verglichen. Es zeigte sich dabei, daß die mit Choleraserum oder reiner 
Kochsalzlösung vorbehandelte Kohle keine Typhusbazillen adsorbiert 
hatte, denn ihre Dichte war ganz gleich der der unvorbehandelten 
Aufschwemmung. Dagegen war die Bakteriensuspension, welche mit 
der mit Typhusserum beladenen Kohle in Kontakt gewesen war, in 
allen diesbezüglichen Versuchen deutlich heller. Die Unterschiede 
waren, wenn die Aufschwemmungen in gleichweite Röhrchen eingefüllt 
und nebeneinander gehalten wurden, ohne weiteres merkbar. Die 
ersteren drei der erwähnten Flüssigkeiten mußten in den einzelnen 
Versuchen zwei- bis fünfmal verdünnt werden, um den gleichen 
Trübungsgrad zu erreichen wie die letztere, d. h. also, daß die mit 
Typhusserum präparierte Kohle sicher Typhusbakterien an sich ge- 
rissen hatte oder, mit anderen Worten, daß das spezifische Bindungs- 
vermögen der Agglutinine auch nach ihrer Adsorption an Kohle erhalten 
geblieben war. 

Versuche, in denen statt Kohle Kaolin als Adsorbens zur Anwendung 
kam, ergaben das gleiche Ergebnis. Die Bindung der Typhusbakterien 
durch das mit homologem Serum beladene Kaolin war sogar noch 
stärker als durch Kohle. Bemerkenswert ist es, daß die beiden ver- 
wendeten Kohlen- und Kaolinpräparate an und für sich keine irgend wie 
in Betracht kommenden Mengen von Typhusbakterien zurückgehalten 
hatten, da nach Untersuchungen Friedbergers!) gerade Typhusbazillen 
eine gute Ädsorbierbarkeit durch Filtrierpapier zukommt, die er sogar 
zu einer Trennung von Kolibazillen benutzt hat. 

Wurden die mit Typhus- oder Choleraserum oder reiner Kochsalz- 
lösung vorbehandelten Kohlen mit einer Choleraaufschwemmung ver- 
setzt und wurde dann so wie in den oben beschriebenen Versuchen 
verfahren, so ergab sich folgendes: Die mit Typhusimmunserum 
präparierte Kohle hatte keine Choleravibrionen adsorbiert, denn diese 
Aufschwemmung war gleich dicht mit der unvorbehandelten. Die 
Aufschwemmungen, welche von der mit Choleraserum oder mit reiner 
Kochsalzlösung behandelten Kohle bewonnen wurden, waren deutlich 
dünner als die beiden früheren. Die Dichte der Suspensionen schwankte 
in den einzelnen Versuchen. Zuweilen bestand zwischen Kochsalz- 
kohle und Choleraserumkohle kein wesentlicher Unterschied, zuweilen 
war letztere noch wirksamer als erstere. Bei Verwendung dichter 
Bakterienaufschwemmungen scheint die stärkere Bindungskraft der 
Choleraserumkohle deutlicher zu werden. 

Daraus geht hervor, daß auch das Agglutinin für Choleravibrionen 
nach der Bindung an Kohle ebenso vollständig wirksam bleibt wie 


1) Münch. med. Wochenschr. 1919, S. 1372. 
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das Typhusagglutinin, auch in dem Falle, wenn kein sehr deutlicher 
Unterschied gegenüber der schon von reiner Kohle ausgeübten Ad- 
sorption besteht. Denn es ist ja, wie aus der vollständigen Wirkungs- 
losigkeit der Typhusserumkohle hervorgeht, zu berücksichtigen, daß 
das Serum, wenn es micht seine spezifische Bindungskraft bewahrt 
hätte, das Adsorptionsvermögen der Kohle an sich gänzlich aufheben 
würde. Ferner zeigt sich in den Versuchen, daß Choleravibrionen im 
Gegensatz zu Typhusbakterien schon durch reine Kohle adsorbiert 
werden. Die leichtere Adsorbierbarkeit der Choleravibrionen dürfte 
vielleicht mit ihrem größeren Gehalt an leichter fällbaren Eiweiß- 
körpern zusammenhängen. Zeichnen sich doch die Choleravibrionen 
durch ihre besonders leichte Aussalzbarkeit aus [.Porges!)], andererseits 
wurde durch Landsteiner und Uhliez?) festgestellt, daß die leichter 
aussalzbaren Eiweißkörper auch leichter adsorbiert werden. 

Ganz kurz sei noch die Frage berührt, wie sich mit Bakterien 
beladene Kohle in ihrem Adsorptionsvermögen für spezifisches Agglu- 
tinin verhält. Für Typhusbakterien scheidet diese Frage von vornherein 
aus, da sie ja, wie erwähnt, nicht von reiner Kohle gebunden werden. 
Durch Choleravibrionen, welche in merklichem Maße von der Kohle 
adsorbiert werden, konnte eine Verstärkung ihres Bindungsvermögens 
für Agglutinin nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. Es war 
ungefähr dasselbe wie das unvorbehandelter Kohle. Doch ist unter 
Berücksichtigung der obigen Ausführungen über die Wirkung des an 
Kohle adsorbierten Choleraagglutinins anzunehmen, daß die Cholera- 
vibrionen auch an der Kohlenoberfläche ihre Bindungskraft behalten, denn 
sonst müßte eine solche Kohle schwächer Agglutinin binden als reine. 


III. Serumpräeipitine. ; 


Die Versuche in den beiden vorhergehenden Abschnitten haben 
die Wirkungslosigkeit des Präcipitins und die erhaltene Bindungskraft 
des Agglutinins in denselben Immunseris nach ihrer Adsorption an 
Kohle gezeigt. Nun unterscheidet sich das Präcipitinogen aus Bakterien 
wesentlich von dem im Blutserum. Letzteres ist nicht von den nativen 
Serumeiweißkörpern zu trennen, während sich aus den Bakterien 
Körper gewinnen lassen, die nur mehr tief abgebaute Eiweißabkömmlinge 
darstellen und trotzdem bei der Präcipitation wirksam sind. Schon 
aus diesem Grunde war nicht ohne weiteres aus den bisher angeführten 
Versuchen ein Schluß auf das Verhalten der Serumpräcipitine zu ziehen. 

Um auch dieses festzustellen, wurden wieder je 0,1g Kohle mit 
Mengen von 0,1 bis 0,2 ccm verschiedener präcipitierender oder normaler 
Kaninebensera versetzt, wobei das Flüssigkeitsvolumen immer 2 ccm 


1) Porges, Centralbl. f. Bakt. I, 40, 1906. 
2) Landsteiner und Uhliez, ebendaselbst 40, 1906. 
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betrug, ferner die gleichen Kohlenmengen mit 2ccm physiologischer 
Kochsalzlösung beschickt. Nach der üblichen Behandlung und gründ- 
licher Waschung kamen zu den Sedimenten je 2ccm einer Serum- 
verdünnung, die in den einzelnen Versuchen zwischen dem Verhältnis 
von 1:50 bis 1:600 schwankte. Nach Ablauf der Bindungszeit und 
scharfem Abzentrifugieren der Kohle wurden abgemessene Mengen 
der Serumverdünnungen, welche in den meisten Versuchen bei fehlender 
Bindung noch 0,001 cem Pferdeserum enthalten sollten, mit geeigneten 
Mengen (0,05 bis 0,1 ccm) spezifischen Präcipitins untersucht, zugleich mit 
einer entsprechenden Verdünnung von unvorbehandeltem Pferdeserum. 

In den zahlreichen Versuchen zeigte sich übereinstimmend, daß 
die mit Präcipitin vorbehandelte Kohle sich ganz gleich wie die mit 
normalem oder einem nicht homologen Immunserum präparierte Kohle 
verhielt, und daß beide entweder überhaupt kein oder nur sehr geringe 
Mengen von Präcipitinogen gebunden hatten, denn die Reaktion trat 
in den von ihnen gewonnenen Abgüssen ungefähr zu gleicher Zeit und 
in gleicher Stärke auf wie in der unvorbehandelten Kontrollösung. 
Dagegen reagierte der Abguß, welcher von der nur mit Kochsalzlösung 
in Kontakt gewesener Kohle gewonnen war, schwächer als die drei 
anderen Flüssigkeiten. Also auch das Serumpräcipitin war durch die 
Adsorption an Kohle vollkommen unwirksam geworden. Daß eine 
Adsorption des Antikörpers tatsächlich stattgefunden hatte, konnte 
durch Untersuchung des ersten Abgusses nach dem -Zentrifugieren 
festgestellt werden, der weniger Präcipitin enthielt als eine gleiche, 
aber nicht mit Kohle versetzte Verdünnung des präcipitierenden Serums. 
Während die Abnahme bei Verwendung von 0,2ccm präcipitierenden 
Serums nur angedeutet war, trat sie bei Zusatz von 0.1 ccm Präcipitin 
schon deutlich in Erscheinung. 

Da immerhin nur geringe Präcipitinmengen an die Kohle adsorbiert 
wurden, war es notwendig, auch höhere Verdünnungen von Pferde- 
serum zu verwenden, um auf jeden Fall einen Überschuß an Präcipiti- 
nogen, der eine Unwirksamkeit des Präeipitins hätte vortäuschen 
können, zu vermeiden. Überdies waren bei stärkeren Verdünnungen 
des Pferdeserums auch die Adsorptionsbedingungen günstigere, wie sich 
auch daran zeigte, daß unter diesen Verhältnissen die Kohlenabgüsse doch 
etwas weniger Präcipitinogen enthielten als die unvorbehandelte Serum- 
verdünnung. Aber selbst unter diesen günstigen Versuchsbedingungen 
war keine Wirkung des an Kohle adsorbierten Präcipitins zu erkennen. 


IV. Hämagglutinine. 


Als vierte Gruppe von Antikörpern sind noch die Agglutinine für 
rote Blutkörperchen in dieser Hinsicht zu besprechen. Zur Verwendung 
kam ein Hammelblutimmunserum, das durch Injektion von gewaschenen 
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Hammelblutkörperchen von einem Kaninchen gewonnen war, und von 
dem noch Leem einer 1000fachen Verdünnung 0,2 ccm einer 5proz. 
Aufschwemmung von gewaschenem Hammelblut innerhalb einer Stunde 
vollständig agglutinierte. So wie in den früheren Versuchen wurde 
wieder je 0,1l g Kohle mit 0,1 bis 0,2ccm von diesem Hammelblut- 
immunserum oder von anderem Kaninchenserum beladen, gut ge- 
waschen und dann mit 0,5 bis 1,0 ccm einer 5proz. Aufschwemmung 
von gewaschenem Blute versetzt. Nach 30 bis 40 Minuten Kontakt, 
während welcher Zeit öfters umgeschüttelt wurde, wurden die Röhrchen 
kurze Zeit schwach zentrifugiert, so daß der überwiegende Teil der 
Kohle abgesetzt war. 

Von kleineren Schwankungen abgesehen, bot eine Reihe der- 
artiger Versuche übereinstimmend folgendes Bild: Nach dem Zentri- 
fugieren enthielt die überstehende Flüssigkeit von der mit spezifischem 
Serum behandelten Kohle nur mehr Spuren oder meistens überhaupt 
keine Blutkörperchen mehr, sondern nur noch etwas Kohlenteilchen. 
Von der mit Kontrollserum versetzten Kohle ließ sich eine Flüssigkeit 
gewinnen, in der neben Kohlenteilchen zahlreiche Blutkörperchen 
suspendiert waren, die der Flüssigkeit eine rote Farbe verliehen. Die 
Sedimente mit Hammelblutimmunserum wiesen schon makroskopisch 
größere Teilchen auf als die Kontrollserumsedimente. Mikroskopisch 
waren in ersteren ebenfalls gröbere Konglomerate, die auch Blut- 
körperchen enthielten, während in letzteren die Blutkörperchen zum 
großen Teil zwischen den Kohlenpartikelchen lagen. 

Aus den angeführten Befunden läßt sich entnehmen, daß das 
Immunserum nach der Adsorption an Kohle seine Agglutinationskraft 
bewahrt hatte. Denn nur dadurch ist es zu erklären, daß nach gleich 
langem und starkem Zentrifugieren das Blut aus der überstehenden 
Flüssigkeit der Hammelserumkohle gänzlich oder zum großen Teil 
entfernt war, in der Kontrollflüssigkeit aber noch reichlich enthalten 
war. Ja selbst, wenn die Aufschwemmung der Kontrollkohle noch etwas 
länger zentrifugiert wurde als die der mit spezifischem Serum be- 
handelten, enthielt die überstehende Flüssigkeit der ersteren noch 
merkliche Mengen von Erythrocyten. Ferner läßt sich das beschriebene 
Aussehen der Sedimente nur in dem Sinne einer spezifischen Agglu- 
tinationswirkung bei der Hammelserumkohle deuten. 

Noch deutlicher waren die Befunde, wenn statt der Kohle Kaolin 
zur Adsorption benutzt wurde. Nach dem Zentrifugieren enthielten 
die überstehenden Flüssigkeiten in dem einen Falle neben etwas Kaolin 
zahlreiche rote Blutkörperchen, in dem anderen nur geringe Mengen 
von Kaolin. Sehr deutlich war — wegen der weißen Farbe des Kaolins — 
schon bei der makroskopischen Betrachtung der Unterschied zwischen 
den beiden Sedimenten wahrzunehmen. Das mit spezifischem Serum 
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beladene war an der Oberfläche stark rot, das ganze Sediment leicht 
rosa gefärbt. Der mit Kontrollserum versetzte Niederschlag war bloß 
an der Oberfläche etwas rot von den geringen, durch das schwache 
Zentrifugieren niedergeschlagener Blutmengen, sonst aber weiß. 

In den Versuchen dieses Abschnittes wurde nur die Adsorptions- 

kraft der mit spezifischem oder einem Kontrollserum präparierten Kohle 

oder des Kaolins verglichen, nicht aber auch die der beiden nur mit 
reiner Kochsalzlösung versetzten Sorbenzien. Der Grund dafür ist 
der, daß unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen sowohl Kohle, 
noch viel mehr aber Kaolin eine Lyse des zugesetzten Blutes bewirkten, 
welche bei den mit Serum behandelten Präparaten vollständig ausblieb. 

Die hämolysierende Eigenschaft des Kaolins ist bereits aus Ver- 
suchen von Friedberger und Kamagai!) bekannt, ebenso deren Hemmung 
durch verschiedene Kolloide, wie Serumeiweißkörper, Hämoglobin, 
Albumosen, Gelatine, Agar und Lecithin, nicht aber durch Cholesterin. 
Also alle jene Substanzen, welche vom Kaolin adsorbiert werden 
und dessen Oberfläche in hinreichendem Maße besetzen, machen es 
für eine neue Adsorption ungeeignet. Auf einer Adsorption gewisser 
Bestandteile der roten Blutkörperchen beruht aber, wie auch F'riedberger 
und Kumagai?) angenommen haben, der Eintritt der Hämolyse. 

Ganz ähnliche Erscheinungen konnte ich in meinen erwähnten 
Versuchen®) mit Kohle und Toxin-Antitoxin beobachten, indem z. B. 
mit Antitoxin oder Normalserum beladene Kohle viel weniger Toxin 
an sich reißt als unvorbehandelte. Auch in den vorliegenden Versuchen 
konnten solche Erfahrungen gemacht werden. Der Kohle kommt eine 
geringere hämolytische Fähigkeit zu als dem Kaolin, wie speziell darauf 
gerichtete Versuche dargetan haben. Wurden z. B. je 0,1 und 0,03g 
Kohle oder Kaolin mit 0,5ccm einer Broz. Aufschwemmung von 
gewaschenem Hammelblut versetzt und unter öfterem Schütteln eine 
halbe Stunde bei Zimmertemperatur stehengelassen, so hatte 0.1 9 
Kohle das zugesetzte Blut vollständig gelöst, 0,03g aber nur mehr 
partiell, wogegen vom Kaolin auch noch 0,03 g zur vollständigen Lyse 
genügt hatten. 

Unterblieb nach der Mischung von Blut und Adsorbens das 
Schütteln, so hatte 0,1 g Kaolin trotzdem schon nach kurzer Zeit das 
zugesetzte Blut vollständig gelöst, während die Probe mit Kohle auch 
noch nach Stunden ganz unverändert war. Dabei vermochte ole 
Kaolin ohne Schütteln immer wieder frisch zugesetztes Blut aufzulösen. 
Allerdings war bei einem vierten derartigen Zusatz die Lyse nicht mehr 
ganz komplett, beim sechsten nur mehr partiell. 


— 





1) Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 18, 1912. 
2) l. e. 
3) ].c. 
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Übersicht. 


Aus den angeführten Versuchen läßt sich entnehmen, daß die 
fällenden Antikörper für gelöstes Antigen, nämlich die Präcipitine, 
durch Bindung an Kohle inaktiv werden, die für Zellen, also die Agglu- 
tinine, unter denselben Bedingungen ihre Wirksamkeit behalten. 
Gleichgültig ist es für dieses Verhalten, ob es sich um Antigene bzw. 
Zellen aus dem Kreise der Bakterien oder um solche tierischen "Ur. 
sprungs handelt, was mit Rücksicht auf den verschiedenen chemischen 
Charakter der betreffenden Antigene von Bedeutung ist. | 

In diesem Zusammenhang sei hier nochmals ganz kurz auf meine 
bereits erwähnten Versuche!) über das Verhalten mehrerer Toxine und 
Antitoxine hingewiesen. Das untersuchte Hämotoxin hatte auch nach 
der Adsorption an Kohle sein Bindungsvermögen für Antitoxin voll- 
kommen, das Diphtherie- und Tetanustoxin nur mehr in sehr geringem 
Maße bewahrt. Diese Differenz kann nur in der verschiedenen chemischen 
Beschaffenheit der Toxine begründet sein, da alle drei Antitoxine nach 
vorheriger Kohlenbehandlung vollständig unwirksam waren, trotzdem 
in ihrer Avidität, wie zwischen Diphtherie- und Tetanusantitoxin ein 
wesentlicher Unterschied besteht. 

Aus beiden Versuchsreihen geht somit übereinstimmend hervor, 
daß die mit gelöstem Antigen reagierenden Antikörper durch die Bindung 
an Kohle diese Reaktionsfähigkeit einbüßten, die Antikörper, welche 
mit Zellen in Beziehung treten, sie behalten. Der Grund dieses Ver- 
haltens muß, da es sich dabei sogar um Antikörperfunktionen desselben 
Immunserums (Agglutinine und Präcipitine) handelt, im Zustande des 
betreffenden Antigens gesucht werden. Dabei ist noch zu berück- 
sichtigen, daß diese sämtlichen gelösten Antigene von reiner Kohle 
in beträchtlichem Maße gebunden werden, während z. B. Typhus- 
bazillen von Kohle oder Kaolin allein überhaupt nicht oder jedenfalls 
nicht in nachweisbaren Mengen adsorbiert werden. 

Interessante Beziehungen bestehen zwischen den beschriebenen 
Erscheinungen und denen, welche durch spezifisches Präcipitin in 
verschiedenen Immunseris hervorgebracht werden. Bekanntlich werden 
durch dieses bei Einhaltung geeigneter Versuchsbedingungen nicht nur 
Antitoxine, sondern auch Agglutinine unwirksam. Zur Erzielung dieses 
Effektes ist vor allem eine entsprechende Verdünnung des antikörper- 
haltigen Serums notwendig, die ebenso auch für die Adsorption der 
Antikörper durch Kohle oder Kaolin erforderlich ist. 

Das Präcipitin greift. an bestimmten Gruppen des Eiweißmoleküls 
an, unabhängig davon, ob dieses mit Antikörperfunktion versehen ist 
oder nicht, so daß auch, wenn letztere erloschen ist, wie z. B. durch 


1) l. c. 
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Kohlenadsorption, noch eine Bindung von Präcipitin stattfindet!). 
Auch die hier untersuchten anorganischen Adsorbenzien üben ihre 
Wirkung auf das Eiweiß des Serums und dadurch indirekt auch auf 
dessen Antikörper aus. Jedoch läßt sich aus verschiedenen Beob- 
achtungen?) schließen, daß individuelle Verschiedenheiten der Sera, 
wie sie vielleicht durch den Immunisierungsprozeß an dessen Eiweiß- 
körpern hervorgerufen werden, für den Eintritt und das Ausmaß s lecher 
Antikörperverluste von Bedeutung sind. 

Trotz weitgehender Analogien zeigen sich also auch wieder Unter- 
schiede zwischen der Wirkung der spezifischen Präcipitine und der 
untersuchten Adsorbenzien, wie namentlich aus dem verschiedenen 
Verhalten der Agglutinine bei beiden Prozessen zu ersehen ist. 


Versuchsergebnisse. 


1. Knochenkohle bindet mit spezifischem oder nicht spezifischem 
präcipitierenden Immunserum präpariert, nicht das homologe Prä- 
cipitinogen aus den betreffenden Bakterienextrakten im Gegensatz 
zu der nur mit Kochsalzlösung vorbehandelten Kohle, die eine merkliche 
Bindung bewirkt. Diese Versuche wurden sowohl mit Typhus- als 
auch Choleraextrakt und den entsprechenden Immunseris ausgeführt. 

2. Die mit denselben Seris vorbehandelte Kohle und auch ein 
ebenso behandeltes Kaolinpräparat waren imstande, Typhus- bzw. 
Cholerabakterien an sich zu reißen, und zwar nur in spezifischer Weise. 
Die nicht homologen Keime wurden nämlich nicht beeinflußt. Reine 
Kohle bzw. Kaolin adsorbieren zwar Choleravibrionen, nicht aber 
Typhusbazillen. 

3. Pferdeserumpräcipitin vermag nach der Bindung an Kohle 
nicht mehr mit seinem Antigen zu reagieren. Eine solche Kohle verhält 
sich gegenüber Pferdeserum so wie eine mit unspezifischem Serum 
vorbehandelte. 

4. Kohle bzw. Kaolin, die mit einem agglutinierenden Serum für 
Hammelblut in Kontakt waren, haben die Eigenschaft erlangt, die 
betreffenden Blutkörperchen an ihrer Oberfläche zu konzentrieren. 
Mit andersartigem Serum behandelte Kohle oder Kaolin waren unter 
den gleichen Bedingungen wirkungslos, ohne Serumzusatz lösten beide, 
Kohle in schwächerem, Kaolin in stärkerem Grade, das zugesetzte 
Blut auf. 








1) Eisler, Le 
2) Eisler und Tsuru, Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 56, 1910; Bleyer, 
ebendaselbst 88, 1922. 


Zur Kenntnis der Produkte der katalytischen Spaltung 
von Gänsefedern (Aufschließung des amylalkoholischen Sirups). 


Von 


W. S. Ssadikow. 


(Aus dem Laboratorium für organische Chemie des wissenschaftlich- 
technischen Staatsinstituts zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1924.) 


Bei der katalytischen Spaltung von Gänsefedern gewinnt man 
einen reichlichen amylalkoholischen Auszug, der in Wasser gänzlich 
unlöslich ist und beim längeren Kochen mit konzentrierter HCl bzw. 
20 proz. H} SO, nicht in Aminosäuren gespalten wird. Die Hauptmasse 
des Sirups bleibt nach zehnstündigem Kochen mit 20proz. H,SO, 
als unlösliches Öl zurück; in der wässerigen Flüssigkeit findet man nur 
geringe Mengen von Buttersäure, Valeriansäure, Essigsäure und Thio- 
essigsäure. Im Sirup bzw. im Öl sind stickstoff- und schwefelreiche 
Körper vorhanden, welche keine gewöhnliche Aminosäuren bzw. kein 
Cystin liefern. 

Es ist nun gelungen, den Sirup mit Hilfe der Brommethode auf- 
zuschließen und einige kristallinische Verbindungen abzuscheiden, von 
denen nur eine einzige in größerer Menge vorhanden war. Der Gang 
der Darstellung dieser Substanz war folgender: 

Der Sirup wurde mit einem großen Überschuß von Äther versetzt, 
wobei sich ein Niederschlag abschied, der nach dem Umkristallisieren 
aus Alkohol eine geringe Menge eines weißen Körpers mit F. 194° 
lieferte. Die Substanz ist N- und S-haltig und ninhydrinnegativ; sie 
gibt bei der Spaltung mit Salzsäure keine Aminosäuren. Eine Mikro- 
analyse der Substanz ist beabsichtigt. 

Die ätherische Lösung des Sirups wird mit Brom versetzt; die 
Brommenge wurde auf 10 Proz. des Gewichtes des ursprünglichen 
Sirups berechnet. Nach 24stündigem Stehen bei Zimmertemperatur 
wird die bromhaltige ätherische Lösung abgedunstet und der zurück- 
gebliebene Sirup mit Wasser behandelt. Dabei schied sich eine Fällung 
aus, die mit Wasser gewaschen und in Alkohol gelöst wurde. Die braun- 
gefärbte bromhaltige Lösung schied keine Kristalle aus. Sie ist durch 
Wasser fällbar. Zwecks Reinigung wurde die Fällung in NaOH gelöst 
und das Filtrat vom unlöslichen Anteil mit HCl versetzt. Es bildet 
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Über den Nachweis von Bilirubin und Urobilin in den Fäzes 
mit Trichloressigsäure. 


Von 
D. Adlersberg und 0. Porges. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1924.) 


Für den Urobilin- und Bilirubinnachweis im Stuhle bestehen 
mehrere Methoden, so die Schmidische Sublimatprobe, die @melinsche, 
Huppertsche, Schlesingersche Probe, die Eisenchloridreaktion nach 
Grigauli, für das Urobilinogen die Ehrlichsche Aldehydreaktion und 
dergleichen mehr. Für praktische Zwecke hat sich vor allen anderen 
die Schmidtsche Sublimatprobe eingeführt, sie hat auch den anderen 
gegenüber den Vorteil der einfachen Ausführbarkeit und der Gleich- 
zeitigkeit des Nachweises beider Farbstoffe nebeneinander. 

Fouchet und Grimbert, sowie Vogl und Zins haben unabhängig 
voneinander die Trichloressigzäure zum Nachweis pathologischer 
Bilirubinämie empfohlen. Da sich uns diese Methode für ihren ur- 
sprünglichen Zweck gut bewährte, so haben wir versucht, sie auch 
für den Nachweis von Bilirubin und Urobilin im Stuhle dienstbar zu 
machen. Wir haben unsere diesbezüglichen Untersuchungen in der 
Gesellschaft für innere Medizin und Kinderheilkunde, Wien (Sitzung 
vom 19. Oktober 1922), kurz demonstriert. Die weiteren günstigen 
Erfahrungen, die wir mit dieser Methode machen konnten, geben uns 
Veranlassung, sie an dieser allgemein zugänglichen Stelle mitzuteilen. 

Wir verwenden die Probe in drei Modifikationen: 

l. Man verreibt ein kleinerbsengroßes Stück Fäzes gleichmäßig 
mit einer nicht zu geringen Menge 20proz. Trichloressigsäure, läßt 
das Gemisch einige Stunden stehen, worauf die urobilinhaltigen Teilchen 
rötlich, die bilirubinhaltigen Stuhlpartikelchen grün erscheinen. 

2. Diese und die folgende Probe eignet sich ganz besonders für 
den Praktiker, weil sie in kürzester Zeit das Resultat der Untersuchung 
bekannt gibt. — Man verfährt wie unter 1. und filtriert sofort das 
Stuhltrichloressigsäuregenisch durch ein kleines Filterchen, analog 
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dem Vorgang von Vogl und Zins. Das Filter samt Filterrückstand 
wird vorsichtig in der Wärme getrocknet (über einer kleinen Flamme 
oder im Thermostaten), worauf die Stuhlteilchen rot bzw. grün gefärbt 
erscheinen. Häufig nimmt auch das Filtrierpapier je nach dem 
Urobilin- bzw. Bilirubingehalt der Fäzes einen rötlichen oder grünlichen 
Farbenton an. 

3. Man kann auch ein kleines, etwa hanfkorngroßes Stuhlstückchen 
auf einem Objektträger mit einigen Tropfen 20proz. Trichloressigsäure 
zu einem dünnen Brei verreiben und die Flüssigkeit sofort über einer 
kleinen Flamme vorsichtig zum Verdampfen bringen. Nach erfolgter 
Trocknung kann dann das Präparat sehr bequem auch mikroskopisch 
untersucht werden, was von praktischem Interesse ist. Häufig behalten 
nur vereinzelte Stuhlteilchen unverändertes Bilirubin, dessen Nachweis 
in solchen Fällen, wie schon Schorlemmer gezeigt hat, nur mikroskopisch 
möglich ist. 

Gegenüber allen bisher üblichen Proben hat diese Methode mit 
der Schmidischen Sublimatprobe den Vorteil der Einfachheit und den 
der Gleichzeitigkeit des Nachweises beider Farbstoffe gemeinsam, 
gegenüber der letztgenannten den Vorzug, daß man in 2 bis 3 Minuten 
das Resultat der Untersuchung erfährt. Denn wenn auch Schlesinger 
und Neumann beobachtet haben, daß man die Schmidische Sublimat- 
probe durch Erwärmen beschleunigen kann, so nimmt sie, namentlich 
wenn sie in der üblichen Weise ausgeführt wird, doch längere Zeit 
in Anspruch. 

Wir verwenden diese Methode seit nunmehr zwei Jahren im täglichen 
klinischen Betriebe, und sie hat sich uns in allen drei Anwendungs- 
arten (Schalen-, Filter-, Objektträgerprobe) sehr gut bewährt. Für 
rasche Orientierung ist vor allem die letzterwähnte Verwendungsform 
zu empfehlen. 


Zusammenfassung. 
Die Behandlung der Fäzes mit Trichloressigsäure ist ein bequemes 


Mittel, um in kürzester Zeit das Vorhandensein von Urobilin bzw. 
Bilirubin im Stuhle nachzuweisen. 
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Über das Verhalten des an Kohle oder Kaolin adserbierten 
Präcipitins und Agglutinins zu seinem Antigen. 


Von 


M. Eisler. 
(Aus dem staatlichen sero-therapeutischen Institut in Wien.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1924.) 


In einer vor einiger Zeit durchgeführten Versuchsreihe!) wurde 
das Verhalten verschiedener an Kohle gebundener Antitoxine zu ihren 
dazugehörigen Toinen, und auch umgekehrt das der zuerst adsorbierten 
Toxine zu den entsprechenden Antitoxinen studiert. Es hat sich dabei 
gezeigt, daß alle die geprüften Antitoxine, nämlich ein Antihämotoxm 
gegen das Lysin des Vibrio Kadikjö, ferner Tetanus- und Diphtherie- 
antitoxin durch die Adsorption an Kohle ihr Giftbindungsvermögen 
vollständig verloren haben. Dieser Verlust dokumentiert sich nicht 
nur dadurch, daß selbst, wenn die Kohle ein Vielfaches der zur Gift- 
neutralisation erforderlichen Serummenge an sich gerissen hat, keine 
Entgiftung stattfindet, sondern auch dadurch, daß eine solche Kohle 
weniger Toxin bindet als unvorbehandelte, und trotzdem giftiger ist 
als eine solche; selbst wenn diese eine größere Quantität Gift gebunden 
hat. Die beiden letzteren Erscheinungen wurden in der Weise gedeutet, 
daß die Oberfläche der Kohle durch das unwirksam gewordene Anti- 
toxin besetzt ist, so daß sie an Adsorptionskraft verloren hat und die 
noch stattfindende Bindung viel lockerer ist. Trotz des Verlustes der 
antitoxischen Funktion war der artspezifische Charakter des Immun- 
serums, der in der chemischen Konstitution seiner Eiweißkörper be- 
gründet ist, erhalten; er ließ sich durch spezifische Bindung des ent- 
sprechenden Präcipitins erkennen. 

Das Verhalten der an Kohle adsorbierten Toxine war verschieden. 
Während das Hämolysin sowie im freien Zustande von äquivalenten 
Antitoxinmengen neutralisiert wurde, war zur Entgiftung des Diphtherie- 
und Tetanustoxins ein sehr großer Antitoxinüberschuß nötig. 


1) Diese Zeitschr. 185, H. 46. 
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Durch die erwähnte Bindung des Präcipitins an mit Serum be- 
ladene Kohle war auch schon die ungestörte Reaktion zwischen einem 
der fällenden Antikörper und seinem Antigen festgestellt, ähnlich dem 
untersuchten Hämolysin und seinem Antilysin.e Ein prinzipieller 
Unterschied, wie er früher zwischen Antitoxinen als Receptoren erster 
Ordnung nach dem Ehrlichschen Schema und den fällenden Anti- 
körpern den Receptoren zweiter Ordnung gemacht wurde, läßt sich 
nach den Untersuchungen der letzten Jahre, die zuerst von französischen 
Autoren, nämlich von Ramor!), mit einer anderen Technik von Nicolle 
Ce&sarı et Debains?), ferner von Renaux?) und Schmidt), von deutscher 
Seite unter anderem von Scholz®) unternommen wurden, nicht mehr 
aufrecht erhalten. Bei beiden Arten von Antikörpern tritt als erste Phase 
des Prozesses eine Adsorption zwischen den beiden reagierenden Kom- 
ponenten ein, an die sich dann als zweite Phase weitere Veränderungen 
anschließen, die bei den Präcipitinen und Agglutininen in einer sicht- 
baren Fällung bestehen. Bei den Antitoxinen ist eine Flockung nur 
unter besonders günstigen Bedingungen wahrnehmbar, sonst bleibt 
die Aggregatbildung unterhalb der Sichtbarkeitsgrenze. In allen Fällen 
dürfte aber derjenige Prozeß, der als sekundäre Verfestigung der Toxin- 
Antitoxinverbindung bezeichnet wird, mit dieser Aggregatbildung in 
Beziehung zu bringen sein. Eine Ausflockung wurde bisher beim 
Diphtherie- und Tetanusgift beschrieben. Ich selbst konnte eine solche 
in nicht veröffentlichten Versuchen auch für das zu den Kohlenversuchen 
von mir verwendete Hämotoxin des Vibrio Kadikjö beobachten. 

Die vorliegenden Versuche beschäftigen sich insbesondere damit, 
das Verhalten der an Kohle adsorbierten Präcipitine, sowohl der für 
tierisches als auch bakterielles Antigen und das der Agglutinine für die 
betreffenden Zellarten zu untersuchen. 


I. Bakterienpräeipitine. 


Zur Herstellung wirksamer Bakterienextrakte wurden 16- bis 
18stündige Agarkulturen von Typhus- oder Cholerabakterien mit wenig 
physiologischer Kochsalzlösung abgeschwemmt und zur Befreiung von 
den gelösten Nährbodenstoffen scharf zentrifugiert. Die Bakterien- 
sedimente wurden wieder in Kochsalzlösung aufgenommen, 4 bis 
5 Stunden im Brutschrank und über Nacht bei ungefähr 6 bis 80C 
gehalten und dann bis zur Klärung zentrifugiert. Die Abgüsse erhielten 
zur Abtötung eventuell noch vorhandener einzelner Keime einen ent- 


1) C. r. Soc. de biol. 1922 und 1923. 
2) Ann. Pasteur 1922. 

3) C. r. soc. de biol. 1923. 

4) Ebendaselbst 88. 

5) Centralbl. f. Bakt. I. O., 91, H. 1. 
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sprechenden Karbolzusatz (0,5proz.). Als Präcipitin dienten die Sera 
zweier Pferde, von denen eins mit Choleravibrionen injiziert worden 
war und einen Agglutinationstiter von 1:20000 besaß, das andere 
mit Typhusbazillen vorbehandelt worden war und den Titer 1: 40000 
hatte. 

Je 0,lg einer Knochenkohle!) wurde mit je 0,l ccm Typhus- 
oder Choleraimmunserum versetzt, das Gesamtvolumen mit physio- 
logischer Kochsalzlösung auf 2ccm gebracht und die Proben unter 
öfterem Umschütteln 30 bis 40 Minuten bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. Gleichzeitig wurde 0.1 g Kohle nur mit 2ccm Kochsalz- 
lösung versetzt und in der gleichen Weise behandelt. Nach Ablauf 
der angegebenen Zeit wurde die Kohle abzentrifugiert, die Sedimente 
dreimal mit Kochsalzlösung gewaschen, hierauf mit je 1 ccm Cholera- 
oder Typhusextrakt versetzt und wieder unter öfterem Umschütteln 
durchschnittlich 40 Minuten bei Zimmertemperatur stehengelassen. 
Nach Entfernung der Kohle durch Zentrifugieren erfolgte die Prüfung 
der klaren Abgüsse auf ihren Präcipitinogengehalt, indem verschiedene 
Mengen derselben mit je 0,1 ccm der beiden Immunsers versetzt wurden. 
Gleichzeitig wurde immer auch eine Probe des unvorbehandelten be- 
treffenden Extraktes zur Präcipitation herangezogen. Zur Kontrolle 
dienten bei den Versuchen mit Choleraextrakt der entsprechende Zusatz 
von Typhusimmunserum und umgekehrt. Außerdem wurden natürlich 
auch Extrakt- und Serumproben mit reiner Kochsalzlösung aufgestellt. 
Sämtliche Proben blieben mehrere Stunden im Brutschrank, hierauf 
über Nacht bei Zimmertemperatur. Die Ablesung erfolgte am nächsten 
Morgen. In der folgenden Tabelle ist je ein Versuch mit Cholera- und 
Typhusextrakt wiedergegeben. Die Kontrollproben mit dem nicht 
homologen Serum oder mit Kochsalzlösung waren zur Zeit der Ab- 
lesung immer vollkommen klar, so daß von deren Anführung in der 
Tabelle abgesehen werden kann. 

Die angeführten Versuchsbeispiele lassen erkennen, daB mit spezi- 
fischem Präcipitin beladene Kohle keine Extraktbindung bewirkt, 
sondern sich gleich der mit einem nicht spezifischen Präcipitin ver- 
setzten verhält. Die nur mit Kochsalzlösung behandelte Kohle hat 
dagegen eine deutliche Verminderung des Präcipitinogens im Extrakt 
hervorgerufen. Die mangelnde Bindungsfähigkeit der serumbeladenen 
Kohle ist aus der Besetzung ihrer Oberfläche zu erklären. Jedenfalls 
muß aus diesen Versuchen der Schluß gezogen werden, daß das Prä- 
cipitin durch die Adsorption an Kohle vollkommen unwirksam wird. 
Bemerkt sei noch, daß auch in Versuchen, in denen der Kohle selbst 


1) Es war dasselbe Präparat, das in den früheren Versuchen (diese 
Zeitschr. 185) mit Toxin und Antitoxin verwendet worden war. 
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Tabelle I. 

Menge des Extraktes | "Vorbehandelt mit Versetzt mit Resultat 
0,4ccm Choleraextrakt.. , Typhusserumkohle 0,1 ccm Choleraserum | +++ 
0 n bed S i n ” + + 
01 „ x | e + 
04 „ E , `  Choalersgerumkohle n +++ 
0,2 ” H L ” ++ 
0, 1 n n UU) n n SR 
04 „ € . "`  NaCl-Lösung-Koble a ++ 
02 , 4 | p Ñ + 
0,1 n n Ç n n E 
04 „ H S nicht vorbebandelt n +++ 
0,2 D n n n + + 
0,1 n n n + (+ ) 
0,4 ccm Typhusextrakt . Typhusserumkohle 0.1 ccm Typhusserum ++ 
02 „ s - n E 
0,1 ” n N a m ? 
04 „ n e Choleraserumkohle E ++ 
0,2 H ” n n + 
0,1 n n N n n + S 
04 „ E à Na Cl.Lösung-Koble = + 
0,2 n n S N n n + ? 
01 „ S 3 5 S — 
04 „ 3 i nicht vorbehandelt a ++ 
02 „ S ; E » ++ 
0, l H H S H L T 


+++ bedeutet deutliche Flockenbildung. 
++ bedeutet starke Trübung mit fehlender oder ganz geringer Flockenbildung. 
+ bedeutet schwache Trübung. 
— bedeutet unverändert. 
0,2 ccm Immunserum zugesetzt wurden, um eine größere Präcipitin- 
menge auf deren Oberfläche zu konzentrieren, gar keine Bindung des 


Antigens beobachtet werden konnte. 


II. Bakterienagglutinine. 


In dieser Versuchsreihe wurden wieder je 0,1 g Kohle mit je 0,1 ccm 
der beiden früher erwähnten agglutinierenden Immunsera oder mit 
reiner 0,85proz. Kochsalzlösung versetzt und in der gleichen Weise, 
wie im vorhergehenden: Abschnitt beschrieben ist, vorgegangen. Nach 
viermaligem Waschen der Sedimente wurden diesen je 2ccm einer 
Typhusbakterienaufschwemmung hinzugefügt, 2ccm derselben Auf- 
schwemmung ohne Kohle aufgestellt und alle vier Proben %, Stunden 
unter öfterem Umschütteln stehengelassen. Nach Ablauf dieser Zeit 
wurden alle vier Proben kurz und mit geringer Tourenzahl zentrifugiert, 
so daß die Kohlenteilchen eben sedimentiert waren, in der Bakterien- 
aufschwemmung ohne Kohle aber nur ein ganz geringer Bodensatz 
entstanden war. Nun wurden die vom Kohlensediment getrennten 
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einzelnen Bakterienaufschwemmungen auf ihre Dichte miteinander 
verglichen. Es zeigte sich dabei, daß die mit Choleraserum oder reiner 
Kochsalzlösung vorbehandelte Kohle keine Typhusbazillen adsorbiert 
hatte, denn ihre Dichte war ganz gleich der der unvorbehandelten 
Aufschwemmung. Dagegen war die Bakteriensuspension, welche mit 
der mit Typhusserum beladenen Kohle in Kontakt gewesen war, in 
allen diesbezüglichen Versuchen deutlich heller. Die Unterschiede 
waren, wenn die Aufschwemmungen in gleichweite Röhrchen eingefüllt 
und nebeneinander gehalten wurden, ohne weiteres merkbar. Die 
ersteren drei der erwähnten Flüssigkeiten mußten in den einzelnen 
Versuchen zwei- bis fünfmal verdünnt werden, um den gleichen 
Trübungsgrad zu erreichen wie die letztere, d. h. also, daß die mit 
Typhusserum präparierte Kohle sicher Typhusbakterien an sich ge- 
rissen hatte oder, mit anderen Worten, daß das spezifische Bindungs- 
vermögen der Agglutinine auch nach ihrer Adsorption an Kohle erhalten 
geblieben war. 

Versuche, in denen statt Kohle Kaolin als Adsorbens zur Anwendung 
kam, ergaben das gleiche Ergebnis. Die Bindung der Typhusbakterien 
durch das mit homologem Serum beladene Kaolin war sogar noch 
stärker als durch Kohle. Bemerkenswert ist es, daß die beiden ver- 
wendeten Kohlen- und Kaolinpräparate an und für sich keine irgend wie 
in Betracht kommenden Mengen von Typhusbakterien zurückgehalten 
hatten, da nach Untersuchungen Friedbergers!) gerade Typhusbazillen 
eine gute Adsorbierbarkeit durch Filtrierpapier zukommt, die er sogar 
zu einer Trennung von Kolibazillen benutzt hat. 

Wurden die mit Typhus- oder Choleraserum oder reiner Kochsalz- 
lösung vorbehandelten Kohlen mit einer Choleraaufschwemmung ver- 
setzt und wurde dann so wie in den oben beschriebenen Versuchen 
verfahren, so ergab sich folgendes: Die mit Typhusimmunserum 
präparierte Kohle hatte keine Choleravibrionen adsorbiert, denn diese 
Aufschwemmung war gleich dicht mit der unvorbehandelten. Die 
Aufschwemmungen, welche von der mit Choleraserum oder mit reiner 
Kochsalzlösung behandelten Kohle bewonnen wurden, waren deutlich 
dünner als die beiden früheren. Die Dichte der Suspensionen schwankte 
in den einzelnen Versuchen. Zuweilen bestand zwischen Kochsalz- 
kohle und Choleraserumkohle kein wesentlicher Unterschied, zuweilen 
war letztere noch wirksamer als erstere. Bei Verwendung dichter 
Bakterienaufschwemmungen scheint die stärkere Bindungskraft der 
Choleraserumkohle deutlicher zu werden. 

Daraus geht hervor, daß auch das Agglutinin für Choleravibrionen 
nach der Bindung an Kohle ebenso vollständig wirksam bleibt wie 


1) Münch. med. Wochenschr. 1919, S. 1372. 
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das Typhusagglutinin, auch in dem Falle, wenn kein sehr deutlicher 
Unterschied gegenüber der schon von reiner Kohle ausgeübten Ad- 
sorption besteht. Denn es ist ja, wie aus der vollständigen Wirkungs- 
losigkeit der Typhusserumkohke hervorgeht, zu berücksichtigen, daß 
das Serum, wenn es micht seine spezifische Bindungskraft bewahrt 
hätte, das Adsorptionsvermögen der Kohle an sieh gänzlich aufheben 
würde. Ferner zeigt sich in den Versuchen, daß Choleravibrionen im 
Gegensatz zu Typhusbakterien schon durch reine Kohle adsorbiert 
werden. Die leichtere Adsorbierbarkeit der Choleravibrionen dürfte 
vielleicht mit ihrem größeren Gehalt an leichter fällbaren Eiweiß- 
körpern zusammenhängen. Zeichnen sich doch die Choleravibrionen 
durch ihre besonders leichte Aussalzbarkeit aus [Porges!)], andererseits 
wurde durch Landsteiner und Uhliez?) festgestellt, daß die leichter 
aussalzbaren Eiweißkörper auch leichter adsorbiert werden. 

Ganz kurz sei noch die Frage berührt, wie sich mit Bakterien 
beladene Kohle in ihrem Adsorptionsvermögen für spezifisches Agglu- 
tinin verhält. Für Typhusbakterien scheidet diese Frage von vornherein 
aus, da sie ja, wie erwähnt, nicht von reiner Kohle gebunden werden. 
Durch Cholersavibrionen, welche in merklichem Maße von der Kohle 
adsorbiert werden, konnte eine Verstärkung ihres Bindungsvermögens 
für Agglutinin nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. Es war 
ungefähr dasselbe wie das unvorbehandelter Kohle. Doch ist unter 
Berücksichtigung der obigen Ausführungen über die Wirkung des an 
Kohle adsorbierten Choleraagglutinins anzunehmen, daß die Cholera- 
vibrionen auch an der Kohlenoberfläche ihre Bindungskraft behalten, denn 
sonst müßte eine solche Kohle schwächer Agglutinin binden als reine. 


III. Serumpräeipitine. 


Die Versuche in den beiden vorhergehenden Abschnitten haben 
die Wirkungslosigkeit des Präcipitins und die erhaltene Bindungskraft 
des Agghıtinins in denselben Immunseris nach ihrer Adsorption an 
Kohle gezeigt. Nun unterscheidet sich das Präcipitinogen aus Bakterien 
wesentlich von dem im Blutserum. Letzteres ist nicht von den nativen 
Serumeiweißkörpern zu trennen, während sich aus den Bakterien 
Körper gewinnen lassen, die nur mehr tief abgebaute Eiweißabkömmlinge 
darstellen und trotzdem bei der Präcipitation wirksam sind. Schon 
aus diesem Grunde war nicht ohne weiteres aus den bisher angeführten 
Versuchen ein Schluß auf das Verhalten der Serumpräcipitine zu ziehen. 

Um auch dieses festzustellen, wurden wieder je 0,1 g Kohle mit 
Mengen von 0,1 bis 0,2 ccm verschiedener präcipitierender oder normaler 
Kaninchensera versetzt, wobei das Flüssigkeitsvolumen immer 2ccm 


1) Porges, Centralbl. f. Bakt. I, 40, 1906. 
2) Landsteiner und Uhliez, ebendaselbst 40, 1906. 
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betrug, ferner die gleichen Kohlenmengen mit 2ccm physiologischer 
Kochsalzlösung beschickt. Nach der üblichen Behandlung und gründ- 
licher Waschung kamen zu den Sedimenten je 2ccm einer Serum- 
verdünnung, die in den einzelnen Versuchen zwischen dem Verhältnis 
von 1:50 bis 1: 600 schwankte. Nach Ablauf der Bindungszeit und 
scharfem Abzentrifugieren der Kohle wurden abgemessene Mengen 
der Serumverdünnungen, welche in den meisten Versuchen bei fehlender 
Bindung noch 0,001 cem Pferdeserum enthalten sollten, mit geeigneten 
Mengen (0,05 bis 0,1 ccm) spezifischen Präcipitins untersucht, zugleich mit 
einer entsprechenden Verdünnung von unvorbehandeltem Pferdeserum. 

In den zahlreichen Versuchen zeigte sich übereinstimmend, daß 
die mit Präcipitin vorbehandelte Kohle sich ganz gleich wie die mit 
normalem oder einem nicht homologen Immunserum präparierte Kohle 
verhielt, und daß beide entweder überhaupt kein oder nur sehr geringe 
Mengen von Präcipitinogen gebunden hatten, denn die Reaktion trat 
in den von ihnen gewonnenen Abgüssen ungefähr zu gleicher Zeit und 
in gleicher Stärke auf wie in der unvorbehandelten Kontrollösung. 
Dagegen reagierte der Abguß, welcher von der nur mit Kochsalzlösung 
in Kontakt gewesener Kohle gewonnen war, schwächer als die drei 
anderen Flüssigkeiten. Also auch das Serumpräcipitin war durch die 
Adsorption an Kohle vollkommen unwirksam geworden. Daß eine 
Adsorption des Antikörpers tatsächlich stattgefunden hatte, konnte 
durch Untersuchung des ersten Abgusses nach dem -Zentrifugieren 
festgestellt werden, der weniger Präcipitin enthielt als eine gleiche, 
aber nicht mit Kohle versetzte Verdünnung des präcipitierenden Serums. 
Während die Abnahme bei Verwendung von 0,2 ccm präcipitierenden 
Serums nur angedeutet war, trat sie bei Zusatz von 0.1 ccm Präcipitin 
schon deutlich in Erscheinung. 

Da immerhin nur geringe Präcipitinmengen an die Kohle adsorbiert 
wurden, war es notwendig, auch höhere Verdünnungen von Pferde- 
serum zu verwenden, um auf jeden Fall einen Überschuß an Präcipiti- 
nogen, der eine Unwirksamkeit des Präcipitins hätte vortäuschen 
können, zu vermeiden. Überdies waren bei stärkeren Verdünnungen 
des Pferdeserums auch die Adsorptionsbedingungen günstigere, wie sich 
auch daran zeigte, daß unter diesen Verhältnissen die Kohlenabgüsse doch 
etwas weniger Präcipitinogen enthielten als die unvorbehandelte Serum- 
verdünnung. Aber selbst unter diesen günstigen Versuchsbedingungen 
war keine Wirkung des an Kohle adsorbierten Präcipitins zu erkennen. 


IV. Hämagglutinine. 
Als vierte Gruppe von Antikörpern sind noch die Agglutinine für 
rote Blutkörperchen in dieser Hinsicht zu besprechen. Zur Verwendung 
kam ein Hammelblutimmunserum, das durch Injektion von gewaschenen 
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Hammelblutkörperchen von einem Kaninchen gewonnen war, und von 
dem noch 1l ccm einer 1000fachen Verdünnung 0,2ccm einer 5proz. 
Aufschwemmung von gewaschenem Hammelblut innerhalb einer Stunde 
vollständig agglutinierte. So wie in den früheren Versuchen wurde 
wieder je 0,lg Kohle mit 0,1 bis 0,2ccm von diesem Hammelblut- 
immunserum oder von anderem Kaninchenserum beladen, gut ge- 
waschen und dann mit 0,5 bis 1,0 ccm einer 5proz. Aufschwemmung 
von gewaschenem Blute versetzt. Nach 30 bis 40 Minuten Kontakt, 
während welcher Zeit öfters umgeschüttelt wurde, wurden die Röhrchen 
kurze Zeit schwach zentrifugiert, so daß der überwiegende Teil der 
Kohle abgesetzt war. 

Von kleineren Schwankungen abgesehen, bot eine Reihe der- 
artiger Versuche übereinstimmend folgendes Bild: Nach dem Zentri- 
fugieren enthielt die überstehende Flüssigkeit von der mit spezifischem 
Serum behandelten Kohle nur mehr Spuren oder meistens überhaupt 
keine Blutkörperchen mehr, sondern nur noch etwas Kohlenteilchen, 
Von der mit Kontrollserum versetzten Kohle ließ sich eine Flüssigkeit 
gewinnen, in der neben Kohlenteilchen zahlreiche Blutkörperchen 
suspendiert waren, die der Flüssigkeit eine rote Farbe verliehen. Die 
Sedimente mit Hammelblutimmunserum wiesen schon makroskopisch 
größere Teilchen auf als die Kontrollserumsedimente. Mikroskopisch 
waren in ersteren ebenfalls gröbere Konglomerate, die auch Blut- 
körperchen enthielten, während in letzteren die Blutkörperchen zum 
großen Teil zwischen den Koblenpartikelchen lagen. 

Aus den angeführten Befunden läßt sich entnehmen, daß das 
Immunserum nach der Adsorption an Kohle seine Agglutinationskraft 
bewahrt hatte. Denn nur dadurch ist es zu erklären, daß nach gleich 
langem und starkem Zentrifugieren das Blut aus der überstehenden 
Flüssigkeit der Hammelserumkohle gänzlich oder zum großen Teil 
entfernt war, in der Kontrollflüssigkeit aber noch reichlich enthalten 
war. Ja selbst, wenn die Aufschwemmung der Kontrollkohle noch etwas 
länger zentrifugiert wurde als die der mit spezifischem Serum be- 
handelten, enthielt die überstehende Flüssigkeit der ersteren noch 
merkliche Mengen von Erythrocyten. Ferner läßt sich das beschriebene 
Aussehen der Sedimente nur in dem Sinne einer spezifischen Agglu- 
tinationswirkung bei der Hammelserumkohle deuten. 

Noch deutlicher waren die Befunde, wenn statt der Kohle Kaolin 
zur Adsorption benutzt wurde. Nach dem Zentrifugieren enthielten 
die überstehenden Flüssigkeiten in dem einen Falle neben etwas Kaolin 
zahlreiche rote Blutkörperchen, in dem anderen nur geringe Mengen 
von Kaolin. Sehr deutlich war — wegen der weißen Farbe des Kaolins — 
schon bei der makroskopischen Betrachtung der Unterschied zwischen 
den beiden Sedimenten wahrzunehmen. Das mit spezifischem Serum 
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beladene war an der Oberfläche stark rot, das ganze Sediment leicht 
rosa gefärbt. Der mit Kontrollserum versetzte Niederschlag war bloß 
an der Oberfläche etwas rot von den geringen, durch das schwache 
Zentrifugieren niedergeschlagener Blutmengen, sonst aber weiß. 

In den Versuchen dieses Abschnittes wurde nur die Adsorptions- 
kraft der mit spezifischem oder einem Kontrollserum präparierten Kohle 
oder des Kaolins verglichen, nicht aber auch die der beiden nur mit 
reiner Kochsalzlösung versetzten Sorbenzien. Der Grund dafür ist 
der, daß unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen sowohl Kohle, 
noch viel mehr aber Kaolin eine Lyse des zugesetzten Blutes bewirkten, 
welche bei den mit Serum behandelten Präparaten vollständig ausblieb. 

Die hämolysierende Eigenschaft des Kaolins ist bereits aus Ver- 
suchen von Friedberger und Kamagat!) bekannt, ebenso deren Hemmung 
durch verschiedene Kolloide, wie Serumeiweißkörper, Hämoglobin, 
Albumosen, Gelatine, Agar und Lecithin, nicht aber durch Cholesterin. 
Also alle jene Substanzen, welche vom Kaolin adsorbiert werden 
und dessen Oberfläche in hinreichendem Maße besetzen, machen es 
für eine neue Adsorption ungeeignet. Auf einer Adsorption gewisser 
Bestandteile der roten Blutkörperchen beruht aber, wie auch Friedderger 
und Kumagai?) angenommen haben, der Eintritt der Hämolyse. 

Ganz ähnliche Erscheinungen konnte ich in meinen erwähnten 
Versuchen®) mit Kohle und Toxin-Antitoxin beobachten, indem z. B. 
mit Antitoxin oder Normalserum beladene Kohle viel weniger Toxin 
an sich reißt als unvorbehandelte. Auch in den vorliegenden Versuchen 
konnten solche Erfahrungen gemacht werden. Der Kohle kommt eine 
geringere hämolytische Fähigkeit zu als dem Kaolin, wie speziell darauf 
gerichtete Versuche dargetan haben. Wurden z. B. je 0,1 und 0,03 g 
Kohle oder Kaolin mit 0,5ccm einer 5proz. Aufschwemmung von 
gewaschenem Hammelblut versetzt und unter öfterem Schütteln eine 
halbe Stunde bei Zimmertemperatur stehengelassen, so hatte 0.1 6 
Kohle das zugesetzte Blut vollständig gelöst, 0,03g aber nur mehr 
partiell, wogegen vom Kaolin auch noch 0,03 zur vollständigen Lyse 
genügt hatten. 

Unterblieb nach der Mischung von Blut und Adsorbens das 
Schütteln, so hatte 0,1 g Kaolin trotzdem schon nach kurzer Zeit das 
zugesetzte Blut vollständig gelöst, während die Probe mit Kohle auch 
noch nach Stunden ganz unverändert war. Dabei vermochte 0.1 6 
Kaolin ohne Schütteln immer wieder frisch zugesetztes Blut aufzulösen. 
Allerdings war bei einem vierten derartigen Zusatz die Lyse nicht mehr 
ganz komplett, beim sechsten nur mehr partiell. 

1) Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 18, 1912. 


2) l. e. 
8) Le 
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Übersicht. 


Aus den angeführten Versuchen läßt sich entnehmen, daß die 
fällenden Antikörper für gelöstes Antigen, nämlich die Präcipitine, 
durch Bindung an Kohle inaktiv werden, die für Zellen, also die Agglu- 
tinine, unter denselben Bedingungen ihre Wirksamkeit behalten. 
Gleichgültig ist es für dieses Verhalten, ob es sich um Antigene bzw. 
Zellen aus dem Kreise der Bakterien oder um solche tierischen "Ur. 
sprungs handelt, was mit Rücksicht auf den verschiedenen chemischen 
Charakter der betreffenden Antigene von Bedeutung ist. 

In diesem Zusammenhang sei hier nochmals ganz kurz auf meine 
bereits erwähnten Versuche!) über das Verhalten mehrerer Toxine und 
Antitoxine hingewiesen. Das untersuchte Hämotoxin hatte auch nach 
der Adsorption an Kohle sein Bindungsvermögen für Antitoxin voll- 
kommen, das Diphtherie- und Tetanustoxin nur mehr in sehr geringem 
Maße bewahrt. Diese Differenz kann nur in der verschiedenen chemischen 
Beschaffenheit der Toxine begründet sein, da alle drei Antitoxine nach 
vorheriger Kohlenbehandlung vollständig unwirksam waren, trotzdem 
in ihrer Avidität, wie zwischen Diphtherie- und Tetanusantitoxin ein 
wesentlicher Unterschied besteht. 

Aus beiden Versuchsreihen geht somit übereinstimmend hervor, 
daß die mit gelöstem Antigen reagierenden Antikörper durch die Bindung 
an Kohle diese Reaktionsfähigkeit einbüßten, die Antikörper, welche 
mit Zellen in Beziehung treten, sie behalten. Der Grund dieses Ver- 
haltens muß, da es sich dabei sogar um Antikörperfunktionen desselben 
Immunserums (Agglutinine und Präcipitine) handelt, im Zustande des 
betreffenden Antigens gesucht werden. Dabei ist noch zu berück- 
sichtigen, daß diese sämtlichen gelösten Antigene von reiner Kohle 
in beträchtlichem Maße gebunden werden, während z. B. Typhus- 
bazillen von Kohle oder Kaolin allein überhaupt nicht oder jedenfalls 
nicht in nachweisbaren Mengen adsorbiert werden. 

Interessante Beziehungen bestehen zwischen den beschriebenen 
Erscheinungen und denen, welche durch spezifisches Präcipitin in 
verschiedenen Immunseris hervorgebracht werden. Bekanntlich werden 
durch dieses bei Einhaltung geeigneter Versuchsbedingungen nicht nur 
Antitoxine, sondern auch Agglutinine unwirksam. Zur Erzielung dieses 
Effektes ist vor allem eine entsprechende Verdünnung des antikörper- 
haltigen Serums notwendig, die ebenso auch für die Adsorption der 
Antikörper durch Kohle oder Kaolin erforderlich ist. 

Das Präcipitin greift an bestimmten Gruppen des Eiweißmoleküls 
an, unabhängig davon, ob dieses mit Antikörperfunktion versehen ist 
oder nicht, so daß auch, wenn letztere erloschen ist, wie z. B. durch 


1) l. c. 
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Kohlenadsorption, noch eine Bindung von Präcipitin stattfindet!). 
Auch die hier untersuchten anorganischen Adsorbenzien üben ihre 
Wirkung auf das Eiweiß des Serums und dadurch indirekt auch auf 
dessen Antikörper aus. Jedoch läßt sich aus verschiedenen Beob- 
achtungen?) schließen, daß individuelle Verschiedenheiten der Sera, 
wie sie vielleicht durch den Immunisierungsprozeß an dessen Eiweiß- 
körpern hervorgerufen werden, für den Eintritt und das Ausmaß s leher 
Antikörperverluste von Bedeutung sind. 

Trotz weitgehender Analogien zeigen sich also auch wieder Unter- 
schiede zwischen der Wirkung der spezifischen Präcipitine und der 
untersuchten Adsorbenzien, wie namentlich aus dem verschiedenen 
Verhalten der Agglutinine bei beiden Prozessen zu ersehen ist. 


Versuchsergebnisse. 


1. Knochenkohle bindet mit spezifischem oder nicht spezifischem 
präcipitierenden Immunserum präpariert, nicht das homologe Prä- 
cipitinogen aus den betreffenden Bakterienextrakten im Gegensatz 
zu der nur mit Kochsalzlösung vorbehandelten Kohle, die eine merkliche 
Bindung bewirkt. Diese Versuche wurden sowohl mit Typhus- als 
auch Choleraextrakt und den entsprechenden Immunseris ausgeführt. 

2. Die mit denselben Seris vorbehandelte Kohle und auch ein 
ebenso behandeltes Kaolinpräparat waren imstande, Typhus- bzw. 
Cholerabakterien an sich zu reißen, und zwar nur in spezifischer Weise. 
Die nicht homologen Keime wurden nämlich nicht beeinflußt. Reine 
Kohle bzw. Kaolin adsorbieren zwar Choleravibrionen, nicht aber 
Typhusbazillen. 

3. Pferdeserumpräcipitin vermag nach der Bindung an Kohle 
nicht mehr mit seinem Antigen zu reagieren. Eine solche Kohle verhält 
sich gegenüber Pferdeserum so wie eine mit unspezifischem Serum 
vorbehandelte. 

4. Kohle bzw. Kaolin, die mit einem agglutinierenden Serum für 
Hammelblut in Kontakt waren, haben die Eigenschaft erlangt, die 
betreffenden Blutkörperchen an ihrer Oberfläche zu konzentrieren. 
Mit andersartigem Serum behandelte Kohle oder Kaolin waren unter 
den gleichen Bedingungen wirkungslos, ohne Serumzusatz lösten beide, 
Kohle in schwächerem, Kaolin in stärkerem Grade, das zugesetzte 
Blut auf. 


1) Eisler, Le 
2) Eisler und Tsuru, Zeitschr. f. Immunitätsforsch. 56, 1910; Bleyer, 
ebendaselbst 88, 1922. 





Zur Kenntnis der Produkte der katalytischen Spaltung 
von Gänsefedern (Aufschließung des amylalkoholischen Sirups). 


Von 


W. S. Ssadikow. 


(Aus dem Laboratorium für organische Chemie des wissenschaftlich- 
technischen Staatsinstituts zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1924.) 


Bei der katalytischen Spaltung von Gänsefedern gewinnt man 
einen reichlichen amylalkoholischen Auszug, der in Wasser gänzlich 
unlöslich ist und beim längeren Kochen mit konzentrierter HCl bzw. 
20proz. H,SO, nicht in Aminosäuren gespalten wird. Die Hauptmasse 
des Sirups bleibt nach zehnstündigem Kochen mit 20proz. H,SO, 
als unlösliches Öl zurück; in der wässerigen Flüssigkeit findet man nur 
geringe Mengen von Buttersäure, Valeriansäure, Essigsäure und Thio- 
essigsäure.. Im Sirup bzw. im Öl sind stickstoff- und schwefelreiche 
Körper vorhanden, welche keine gewöhnliche Aminosäuren bzw. kein 
Cystin liefern. 

Es ist nun gelungen, den Sirup mit Hilfe der Brommethode auf- 
zuschließen und einige kristallinische Verbindungen abzuscheiden, von 
denen nur eine einzige in größerer Menge vorhanden war. Der Gang 
der Darstellung dieser Substanz war folgender: 

Der Sirup wurde mit einem großen Überschuß von Äther versetzt, 
wobei sich ein Niederschlag abschied, der nach dem Umkristallisieren 
aus Alkohol eine geringe Menge eines weißen Körpers mit F. 194° 
lieferte. Die Substanz ist N- und S-haltig und ninhydrinnegativ; sie 
gibt bei der Spaltung mit Salzsäure keine Aminosäuren. Eine Mikro- 
analyse der Substanz ist beabsichtigt. 

Die ätherische Lösung des Sirups wird mit Brom versetzt; die 
Brommenge wurde auf 10 Proz. des Gewichtes des ursprünglichen 
Sirups berechnet. Nach 24stündigem Stehen bei Zimmertemperatur 
wird die bromhaltige ätherische Lösung abgedunstet und der zurück- 
gebliebene Sirup mit Wasser behandelt. Dabei schied sich eine Fällung 
aus, die mit Wasser gewaschen und in Alkohol gelöst wurde. Die braun- 
gefärbte bromhaltige Lösung schied keine Kristalle aus. Sie ist durch 
Wasser fällbar. Zwecks Reinigung wurde die Fällung in NaOH gelöst 
und das Filtrat vom unlöslichen Anteil mit HCl versetzt. Es bildet 
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sich ein stark wasserhaltiger hydrogelartiger Niederschlag, der nach 
dem Auswaschen durch Erwärmen koaguliert wurde. Der koagulierte 
Anteil wird wiederum in Alkohol gelöst und mit Wasser gefällt, wobei 
sich die Substanz wieder hydrogelartig abscheidet. Die Substanz 
kann man nicht als ganz rein betrachten. Sie hat eine Zusammen- 
setzung: 


Ca Hi: N Bra Ch: Gefunden Berechnet 
e we a: La Ser Aë var e 49,90 50,06 Proz. 
H yaa do 5,89 5,94 „, 
Noon 79 4,70 5,30 ,, 
Bè o e e Ze 20,17 20,23 „ 


Über die Struktur der Substanz: C,,H,„N,Br,O, ist schwer etwas 
zu entscheiden; sie ist wahrscheinlich heterozyklisch gebaut und enthält 
in Ringen mehrere CO-Gruppen. 

Das Filtrat von dieser Substanz wurde abgedampft, dabei ent- 
wickelte sich ein Buttersäuregeruch. Der rückständige Sirup wird in 
Wasser gelöst und die Lösung mit NaOH schwach alkalisiert, um die 
Überreste von HBr zu binden; dann wird mit HCl neutralisiert und 
zur Trockne abgedampft. Der Rückstand wird getrocknet und mit 
Alkohol ausgezogen. 

Der alkoholische Auszug wird abgedampft, in Wasser gelöst und 
mit CuCO, behandelt. Es entsteht eine bläuliche Lösung, welche 
eingeengt und mit Alkohol versetzt, ein kristallinisches violettes Kupfer- 
salz liefert. Es wurde aus Wasser umkristallisiert. Es enthält 8 Mol. 
Kristallwasser. 

1. 0,4750 g; nach 30stündigem Trocknen bei 110° und schließlich 

bei 120° erreicht man Gewichtskonstanz: 0,3969 g. 
Der Wasserverlust beträgt also 16,42 Proz. 

2. 0,1114g wasserhaltiges Salz wurden im Einschlußrohr mit 
HNO, bei 180 bis 210° zerstört und in der Lösung der Cu- 
Gehalt bestimmt. 

0.0190 g CuO; Cu = 13,60 Proz. 


3. 0,1924 g nach Carius; 0,1160g AgBr; Br = 25,65 Proz. 
4. 0,1725g; 0,1440 g CO,; 0,0626g H,O; C = 22,76 Proz.; 
H = 4,03 Proz. 
0,1985 g: 0,1654 g CO,; 0,0755g H,O; C = 22,72 Proz.; 
H = 4,22 Proz. 
5. 0,2311 g; v = 9,25 cem (9.70: 751,6 mm); N = 4,74 Proz. 
Gefunden Berechnet Ca Hig Na Bra Cos Os . 8 H3O: 
EE 22,74 22,83 Proz. 
H Ar a e 4,13 3,58 „ 
N ne a ae 4,74 4,44 ,, 
Pr, 25,65 25,37 „ 
LEX NËT 13,60 13,32 ,, 
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Die Substanz wurde kristallwasserhaltig analysiert, da sie sich 
beim Trocknen teilweise zersetzt. Die etwas mangelhafte Überein- 
stimmung zwischen den gefundenen und berechneten Werten erklärt 
sich durch die Änderung des Wassergehalts beim Aufbewahren der 
Präparate. 


Die Analyse zeigt: 1. daß wir es mit dem Kupfersalz einer Tetra- 
carbonsäure C,,H,,N,Br,O, zu tun haben; 2. daß diese Säure eine 
Triaminosäure ist bzw. drei Gruppen: —CH-—NH, enthält; 3. daß 
die drei Bromatome nicht mit NH, (in Form von N H Br) verknüpft 
sind, da in einem solchen Falle kein blaues Salz zu erhalten wäre; 4. die 
Säure enthält wahrscheinlich eine tribromsubstituierte Phenylgruppe. 


Das Kupfersalz: Ce Hig Ng Prans Os. 8H,O kann man sich 
folgenderweise vorstellen: 


NH, NH, NA, 
Le HORO C—CH,—CH,—CH—C,H, Br, . 8 H,O. 
Lö O OO OO OO 

Io > 


Die Säure als solche ist im Sirup nicht vorhanden; sie ist durch 
Sprengung eines Anhydrids entstanden, in dem NH,- und COOH- 
Gruppen amidartig verknüpft sind. Aus der Säure Ce H-- N «0» kann 
man einen anhydridartigen Körper: Cas Hs N a 0: rekonstruieren. 


NB 0 U COOH 

| 
| H,—C H; ———— C—C H.C H,—C H—C, H,- 
CO H N HO 


Wir haben hier eine Verkettung von zwei Ringen; an einen Piprin- 
ring, der mit Carboxyl- und Phenylgruppen versehen ist, ist ein endo- 
bizyklisch gebundener Peptinring angelagert. Diese Verbindung ist 
auch im Sirup als solche nicht vorhanden, sondern stellt die Vorstufe 
eines noch mehr zyklisch entwickelten Komplexes dar. Die freie 
Carboxylgruppe ist mit irgend einer anderen Komponente verknüpft, 
die noch nicht abgetrennt ist; oder diese Komponente wird durch 
Bromeinwirkung zerstört. Allerdings konnte man die S-haltigen 
Komplexe des ursprünglichen Sirups durch die Brommethode nicht 
fassen, da sie durch Brom zerstört werden. 


Da die isolierte Triaminotetracarbonsäure ein überwiegendes 
Produkt der Bromeinwirkung auf Sirup darstellt, so kann man als 
sehr wahrscheinlich annehmen, daß drei freie Aminogruppen mit drei 
Carboxylgruppen sozusagen innerlich zyklisch gebunden sind, und daß 
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man es mit sechsgliedrigen Ringen zu tun hat. Doch sind auch andere 
Verknüpfungen nicht ausgeschlossen, weil wir die übrigen Bestandteik 
des ursprünglichen Anhydrids nicht kennen. Auf Grund der gewonnenen 
Erfahrungen scheint es allerdings festzustehen, daß im amylalkoholischen 
Sirup zyklische Verbindungen präformiert sind, und daß sie nicht als 
sekundäre Produkte der katalytischen Spaltung, z. B. der primären 
Peptide, betrachtet werden können, da sie dem anderen Bautypus 
angehören und mit weniger Stickstoff als die Peptinringe beladen sind. 


Über die Stickstoffverteilung in einzelnen Extraktionsfraktionen 
des katalysierten Kollagens. 


Von 
W. S. Ssadikow. 


(Aus der Abteilung für organische Chemie des wissenschaftlich-technischen 
Staatsinstituts zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1924.) 


Um uns über die Ausbeuten an Peptinen und sonstigen zyklischen 
Verbindungen, die sich bei der Katalyse des Kollagens bilden und sich 
in einzelnen Extrakten anhäufen, zu orientieren, haben wir einen 
quantitativen Versuch unternommen und den Stickstoffgehalt in 
einzelnen Extraktionsfraktionen bestimmt. 

46,0754g des getrockneten Sehnenkollagens, das vorher mit 
Trypsin und 0,2proz. Sodalösung vorbehandelt und von Mucin und 
Eiweißstoffen befreit worden war, wurden im Autoklaven 6 Stunden 
bei 150° mit lproz. HCl katalysiert. Das Katalysat wurde mit Äther, 
Essigäther, Chloroform und Amylalkohol erschöpft, dann nochmals 
6 Stunden katalysiert und wiederum mit denselben Extraktionsmitteln 
ausgezogen. 

Das Kollagen enthielt 16,75 Proz. Stickstoff, nach Kjeldahl be- 
stimmt; im ganzen waren 7,7176g Stickstoff vorhanden. 

Das Katalysat I wurde vom unbeträchtlichen Rückstande ab- 
filtriert und auf 500 ccm aufgefüllt. 75ccm der Lösung wurden für 
die Analysen verwendet und 425ccm den Extraktionen unterworfen. 

Im Gesamtkatalysat wurden 7,7233 g N gefunden, davon formol- 
titrierbarer N: 3,0775 g. 

Die Aminosäuren im Katalysat betrugen 39,84 Proz. des Gesamt-N; 
60,16 Proz. des Stickstoffs sind in anhydrischer bzw. peptidartiger 
Form gebunden. 

Die folgende Tabelle enthält die Ausbeuten und den N-Gehalt 
in den einzelnen Extraktionsfraktionen (berechnet auf das Gesamt- 
katalysat). 





Ätherauszug . .. . 
Essigätherauszug . . 
Chloroformauszug 

Amylalkoholauszug . | 


Gesamtmenge. . . . | 178068 











1,4063 
(11,09 Proz.) 


Gesamtkollagen . . . | 25,58 Proz. | 18,22 Proz. 








Aus dieser Tabelle kann man folgendes entnehmen: 

l. Die Ausbeuten an Extraktionsfraktionen, welche Anhydride 
enthalten, betragen gegen 25,6 Proz. von dem Gewicht des angewandten 
Kollagens; 18,66 Proz. des Gesamt-N gehen in die Extrakte über. 

2. In den Auszügen ist meistens kein Amino-N vorhanden. Der 
Gesamt-N in den einzelnen Fraktionen kann in Prozenten der Extrakt- 
gewichte ausgedrückt werden: 


im Ätherextrakt . . . 2 2 2 2 .. 8,5 Proz. 
» Essigätherextrakt . . . . .. 13,14 ,, 
sn Chloroformextrakt. . . . ... 8,76 ,, 
vn Amylalkoholextrakt . . . ... 10,37 ,, 


Diese N-Zahlen sind meistens für Peptinanhydride zu niedrig; 
Leucinanhydrid enthält z. B. 12,39 Proz. N, Glycinanhydrid 24,56 Proz. 
N. Wir haben also eine Beimengung von stickstoffärmeren, zyklischen 
Substanzen, sie sind hauptsächlich in den Äther- und Amylalkohol- 
auszügen angehäuft. 


Untersucht man das Katalysat I, das mit Äther, Essigäther, 
Chloroform und Amylalkohol erschöpft ist, so findet man in demselben: 


Gesamt-N. . . 2. 2 2 220200. 6,3441 g 
Amino-N . 2.2.22 2 22200. 3,0194 g 


Also 47,27 Proz. des Gesamt-N sind als Amino-N vorhanden. 


Zweite Katalyse des extrahierten Katalysats. 


Nach sechsstündigem Erwärmen bei 150° wird das Katalysat II 
auf 500 ccm aufgefüllt und 100 ccm der Lösung zur Analyse angewandt. 


Zieht man alle vorausgegangenen Verdünnungen in Betracht und 
rechnet man auf den ursprünglichen N-Gehalt, so erhält man im 
Katalysat: 

Gesamt-N e, 6,3464 g 
Amino-N . 2.22 2 222. 4,8617 g 

Der Amino-N beträgt jetzt 76,61 Proz. des Gesamt-N; es bleiben 
noch 23,39 Proz. des Anhydrid-N vorhanden. Bei der zweiten Katalyse 
werden etwa 29 Proz. des Stickstoffs in Amino-N verwandelt. 
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Unterwirft man das Katalysat II der Extraktion, so gewinnt man 
folgende Ausbeuten: 


Ätherauszug . . - . - 0,2441 g = 0,53 Proz. des Kollagens 
Essigätherauszug . . . 0,0827 g = 0,18 „, j eg 
Chloroformauszug. . . 0,0153g = 0,03 „ » AN 


Amylalkoholauszug . . 1,6147 g = 3,54 „, TA = 
Summa . . 1,9568 g = 4,18 Proz. des Kollagens 


Nach der zweiten Katalyse konnte man nur noch 4,18 Proz. der 
Substanz in sämtlichen Auszügen gewinnen, wobei die Hauptmenge 
(3,54 Proz.) der amylalkoholischen Fraktion angehört. 

Es ist bemerkenswert, daß die Essigätherfraktion, die nach der 
ersten Katalyse am ergiebigsten war, nach der zweiten Katalyse nur 
sehr klein ist; ebenfalls sind die Äther- und Chloroformfraktionen sehr 
gering; die höchsten Ausbeuten gibt die amylalkoholische Fraktion. 

Im ganzen gewinnt man nach beiden Katalysen gegen 30 Proz. 
des Gewichtes des Kollagens an Extraktionsfraktionen. 

Im Katalysat II sind nach der Extraktion von Anhydriden gegen 
50 Proz. des Stickstoffs in mit Phosphorwolframsäure fällbarer Form 
vorhanden, was auf die Gegenwart von beträchtlichen Mengen von 
Diaminosäuren deutet; die Anwesenheit von Peptiden scheint aus- 
geschlossen, da dieselben unter den angewandten Spaltungsbedingungen 
nicht beständig sind und in Aminosäuren umgewandelt werden. 

Die oben angeführten Beobachtungen zeigen zur Genüge, daß bei 
der katalytischen Spaltung des Sehnenkollagens eine ansehnliche 
Menge (bis 30 Proz.) von extrahierbaren Anhydriden gefunden wird, 
und daß außerdem eine bedeutende Menge von Diaminosäuren bzw. 
der nicht extrahierbaren Anhydride, die mit Phosphorwolframsäure 
fällbar sind (gegen 25 Proz. des Gesamt-N), in der wässerigen Fraktion 
vorhanden ist. 

Der amylalkoholische Extrakt ist nach der zweiten Katalyse 
ziemlich stickstoffarm (8,19 Proz.), was darauf hindeuten kann, daß 
in demselben kompliziertere Anhydride etwa vom Piprintypus enthalten 
sind. Die Trennung und Untersuchung der einzelnen Bestandteile 
der katalytischen Spaltung des Kollagens ist im Gange. 


Einige Erfahrungen über die Mikromolekulargewiehts- 
bestimmungsmethode nach K. Rast. 


Von 


W. S. Ssadikow und A. K. Michailow. 


(Aus dem Laboratorium für organische Chemie des russischen Instituts 
für angewandte Chemie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1924.) 


Die Mitteilung von K. Rast „Über die Mikromolekulargewichts- 
bestimmung im Schmelzapparat‘'!) hatte unsere Aufmerksamkeit 
darauf gelenkt, daß die dort beschriebene Methode es ermöglicht, 
mit minimalen Mengen Substanz zu arbeiten, was auf dem Gebiete 
der bioorganischen Verbindungen von außerordentlicher Bedeutung 
ist. Da K. Rast nur wenige Beispiele anführt, welche die gute An- 
wendbarkeit seiner Mikromethode beweisen, haben wir es unter- 
nommen, eine größere Zahl verschiedener organischer und bioorganischer 
Verbindungen zu prüfen, um uns davon zu überzeugen, in welchem 
Maße die Rastsche Methode sicher erscheint. Die Arbeitsweise war 
die gleiche, wie sie in der Rastschen Mitteilung angegeben worden ist. 

Folgende Tabellen enthalten die von uns gewonnenen Ergebnisse, 
welche allerdings nicht immer günstig ausfielen. 


Tabelle I. 








See ee 
Sub Sub, | menge der | menge des 
ubstanz stanz | Substanz Camphers 


DC mg g 


n e mn See — a Zeiten EE ai 












| 
Benzoesäure | | 23 
| 27 | 13 199 
Naphthalin . . | 26 | 129 : 128 
| 29,5 : 129 
Acenaphthen . 13 156 153 
Chrysen | 13 197° 
0,3916 8,5 | 234 228 
Phthalanhydrid | 132 | 24,0 | 0,4834 | 162,5 | 14 | 143 148 
Anthracen . . | 213 33,8 0,6848 | 165 11 180 178 
Brucin . . . . 175 300 0.3040 | 165,5 | 85 466 | 465 
Myristinsäure. | 54 27,6 ! 0,4222 | 164 12 | 219 228 





1) Ber. 55, 1051, 1922. 
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Die Molekulargewichte von aromatischen und zyklischen Kohlen- 
wasserstoffen bzw. deren Derivate sind gut mit der Camphermethode 
bestimmbar, einerlei, ob sie niedriger oder höher als Campher schmelzen. 
Ebenso derartige Verbindungen wie Brucin, Myristinsäure usw. 






































Tabelle II. 
nn F. der | Gewichts» | Gewichts» F. der Des "4 mr 
Substan Subse | menge der menge des Schmelze i Mol.»Gew. | Mol. Gew. 
f i ne er Sampben | N d ue gefunden | berechnet 
mg 











| 

| 
pi itranilin | 146 138 
ibroman- l 
thracen ... | 218 336 
Jodoform. . . 120 393 
Pyridinpikrat . | 167 308 
Collidinpikrat . 146 350 
Phenylosazon 
d. Saccharose | 210 358 
Calciumselz d. 
Palmitinsäure 550 
Bariumsalz der 
Myristinsäure || in Campher unlöslich 
Gallusräure . . | 246 23,8 0,4816 | 166,5 | 10 | 193 | 188 


Eine befriedigende Übereinstimmung mit den theoretischen 
Werten zeigen manche Verbindungen, welche in ihrem Molekül eine 
Nitrogruppe, Brom oder Jod enthalten; ferner sind die Pikrate der 
organischen Basen gut bestimmbar. Die Verbindungen mit höherem 
Molekulargewicht, wie Jodoform und Brucin, ebenfalls die Phenyl- 
osazone mancher Zucker usw., soweit sie im Campher löslich sind, 
können der Methode zugänglich sein. Das Calciumsalz der Palmitin- 
säure ist im Gegensatz zum Bariumsalz der Myristinsäure im Campher 
löslich; das erstere ist annähernd nach Rast bestimmbar. 

Man könnte glauben, daß alle organischen Verbindungen, welche 
campherunlöslich sind, keine entsprechenden Depressionen geben 
können. Aber die Beobachtungen lehren, daß hier noch andere störende 
Einflüsse, außer der Unlöslichkeit im Campher, sich zugesellen können, 
selbst wenn wir es mit Körpern, die gut campherlöslich sind, zu tun 
haben. 

Bromcampher. 


1. 40,4mg Bromcampher mit F. 79° in 0,5007 g Campher gelöst, 
gaben eine Schmelze, die eine Depression von 7° zeigte, was dem Molekular- 
gewicht 474 entsprechen würde, gegenüber dem theoretischen 231. 

2. 34,0 mg in 0,6862 g Campher gelöst, gaben eine Depression von 3°, 
was dem Molekulargewicht 663 entspricht. 

Wir bestimmen also das doppelte bzw. dreifache Molekulargewicht 
des Bromcamphers, je nach der Menge des zur Lösung des Bromcamphers 
angewandten Camphers. Hier scheint eine Assoziation von 2 bis 3 Molekülen 
vorzuliegen. 
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Borneo! (F. 206°). 


Mit Borneol, welcher im Campher gelöst wird, beobachtet man keine 
Schmelzpunktserniedrigung des Camphers, sondern hingegen eine Schmelz- 
punktserhöhung. 

32,2 mg Borneol; 0,3268 g Campher. F. der Schmelze 187°; 

F. des Camphers 174°. 

38.2 mg Borneol; 0,5908 g Campher. F. der Schmelze 180°. 

19,6 mg; 0,2016 g Campher (10 Mol). F. der Schmelze 179°; 
Superpression 3°. 

47,0 mg; 0,7120 g Campher (15 Mol). F. der Schmelze 182°; 
Superpression 6°. 

25,4 mg; 0,5154 g Campher (20 Mol). F. der Schmelze 179°; 
Superpression 3°. 

Es ist nicht ausgeschlossen, daß hier irgend eine isomere Umwandlung 
des Borneols vorliegt. 


Arabinose. 


Die Schmelze von Arabinose im Campher zeigt die Depressionen, 
welche dem zweifachen bzw. dreifachen Molekulargewicht gegenüber dem 
theoretischen Wert entsprechen. 

19,2 mg Arabinose; 0,3918 g Campher; Depression 4,5°. Gefunden 437, 
berechnet 150. 

38,2 mg Arabinose; 0,7744 g Campher; Depression 6°. Gefunden 330. 

Von den bioorganischen Verbindungen sind die meisten der von uns 
geprüften durch die Rastsche Methode nicht bestimmbar. 








Tabelle III. 
| _F.der | Gewichtsmengel Gewichtsmenge De- 
Substanz | Substanz | der Substanz | des Campbers |F, der Schmelze f 
DC mg g pression 

Glyein. .. .. . | 236,5 u 38,7 0,7704 174 0 
Leucin. ..... | 291 27,6 0,5596 174 0 
Glycinanhydrid . , 270 18,8 0,5284 keine Schmelze | 0 
Fumarsäure . . . | 32,3 0,4738 e s 0 
Lecithin. ... . | E S d 
Traubenzucker. . | 31,0 0,4712 = E 0 


Aminosäuren, Peptidanhydride, Asparagin, Lecithin, Fumarsäure und 
ähnliche Verbindungen sind wegen ihrer Campherunlöslichkeit nach Rast 
nicht bestimmbar. 

Cholsäure. 


Cholsäure ist im Campher löslich. 

18,5 mg der Cholsäure; 0,2278g Campher. F. der Schmelze 166°. 
A = 8% Molekulargewicht gefunden 407,5. 

33,0 mg der Cholsäure; 0,3218 g Campher. F. der Schmelze 164°. 
A = 10°. Molekulargewicht 411,5. 

48,4 mg der Cholsäure; 0,5866 g Campher. F. der Schmelze 166°. 
A = 8% Molekulargewicht gefunden 414. 

Das wirkliche Molekulargewicht ist 408. 

Flüssige Substanzen, die in Campher gut löslich sind, wie z. B. Pyridin, 
Hexahydrobenzol, geben keine Depressionen des Schmelzpunktes von 
Campher. 


e at 
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Pinen zeigt im Campher ein ähnliches Verhalten wie Bromcampher. 

21,9 mg Pinen in 2,1760 g Campher gelöst. F. der Schmelze 161°. 
A = 13°. Molekulargewicht gefunden 312, berechnet 136. 

Wir haben also etwa ein doppeltes Molekulargewicht. 

Aus den oben angeführten Beobachtungen kann gefolgert werden, 
daß die Rastsche Methode in vielen Fällen unanwendbar ist. Auch wenn 
die Substanzen im Campher löslich sind, wie es z. B. bei Terpenen der Fall 
ist, kommt man nicht zu den richtigen Werten des Molekulargewichts, 
weil bei dem Schmelzen eine Assoziation der Moleküle eintritt. Einige 
Substanzen bilden beim Lösen im Campher molekulare Verbindungen. 
Man kennt z. B. 


GHAOH Geet - : >: 22... mit F. 18,6° 
GHOH.2CyHRO -oaa . „ F. 13,50 
GHAOH)-CuHnO `... E. 29 
GH(OH)-2CuHn0 `... „ F. 09 
C.H, (OH). 5 Ca taù... „ F. 28° 


Nach Untersuchungen von N. Efremow!) geben ortho-, meta- und 
para-Nitrophenole im Gegensatz zu Phenol mit Campher keine molekularen 
Kcmplexe; ebenso verhalten sich Dinitrophenol und Pikrinsäure, 2-Nitro- 
resorcin, 2-4-Dinitroresorcin und Styphninsäure, Nitrohydrochinon und 
3-Nitropyrocatechin. 

Phenol und Resorcin geben aber nach Rast gute Übereinstimmung der 
Molekulargewichte. 

21,0 mg Phenol in 0,4268 g Campher; Depression 21°;-Molekulargewicht 
gefunden 94 (berechnet 94). 

33,2 mg Resorcin in 0,6711 g Campher ; Depression 18°; Molekulargewicht 
gefunden 110 (berechnet 110). 


1) Bulletin de l’academie des sciences de Russie 1919, S. 255. 


Untersuchungen 
. über die Zusammensetzung des lebendigen Substrats. 


I. Mitteilung: 
Über den Gehalt an Wasser und organogenen Elementen in kleinen Organismen. 


Von 


W. S. Ssadikow und A. P. Winogradow. 


(Aus der geochemischen Abteilung des Radiuminstituts der russischen 
Akademie der Wissenschaften.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1924.) 


Nach den von WI Wernadsky entwickelten Ansichten werden 
die lebenden Wesen, welche die Biosphäre der Erde besiedeln, als ein 
mächtiger und außerordentlich wichtiger geochemischer Faktor be- 
trachtet, nämlich hinsichtlich der Verteilung und Verbreitung von 
chemischen Elementen auf der Erdoberfläche. Die Masse des lebendigen 
Substrats der Organismen ist wahrscheinlich eine konstante Größe 
und wird ungefähr auf mehrere Millionen Tonnen geschätzt. Betrachtet 
man die einzelnen Arten von lebendigem Substrat bzw. verschiedene 
morphologisch stabilisierte Arten von Organismen als Biomineralien — 
d. h. ohne Rücksicht auf ihre Lebensäußerungen und nur als Träger 
von bestimmten Mengen verschiedener chemischer Elemente —, so 
sieht man, daß einige von ihnen in Massen vorkommen, andere spärlich 
auftreten, und wieder von anderen nur geringste Spuren bzw. Ultra- 
spuren angetroffen werden können. Die quantitative Bestimmung der 
chemischen Elemente in lebendigen Substraten einzelner Tierarten 
stößt auf größere Schwierigkeiten, die durch folgende Umstände 
bedingt sind: | 

l. Lebendige Substrate besitzen keine konstante Zusammensetzung. 

2. Sie sind nicht einheitlich, da sie morphologisch differenziert sind. 

3. Sie befinden sich im kolloidalen Zustande bzw. sie sind hydro- 
phile Systeme. | 

4. Einzelne bioorganische Komplexe des lebendigen Substrats 
sind äußerst resistent gegen oxydierende und zerstörende Reagenzien. 

5. Andere Bestandteile werden dagegen schon durch geringe An- 
griffe leicht abgespalten und könnten als leicht flüchtige Substanzen 
vermißt werden. 
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Die Hauptaufgabe, die bei Untersuchungen auf diesem Gebiete 
zu lösen ist, besteht darin, zuerst eine Methodik auszuarbeiten, die es 
gestattet, eine genaue Bestimmung von einzelnen chemischen Elementen 
des lebendigen Substrats auszuführen. Wir haben es unternommen, 
eine Reihe von Organismen auf den Gehalt an Wasser und organogenen 
Elementen (Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff) zu untersuchen. 

Zur Ermittlung des Trockensubstrats in kleineren Organismen 
(bis 2g Gewicht) werden diese lebendig abgewogen und in Porzellan- 
schiffchen im Exsikkator über konzentrierter Schwefelsäure 3 bis 
4 Wochen im getrockneten und kohlensäurefreien Luftstrom bei 6 bis 
8°C gehalten, bis Gewichtskonstanz erreicht wird. Bei größeren Orga- 
nismen (Gewicht über 20 bis 100 und mehr Gramm) wurde eine Methode 
der Homogenisation und Fraktionierung angewendet, die in der zweiten 
Mitteilung beschrieben wird. Nach dem Austrocknen wurden die 
Organismen im elektrischen Ofen im Sauerstoffstrom verbrannt und 
Kohlenstoff, Wasserstoff, sowie die Asche der Trockensubstanz er- 
mittelt. Die Versuche wurden mit Tritonen, Blutegeln, Raupen und 
Eidechsen angestellt. 


Tritonen (Molge taeniatus). 
Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle I niedergelegt. 

















Tabelle I. 
i f SE 
Nr || Lebendgewicht | Trockengewicht Gewichtsverlust) C | H | Asche 
| g g Proz. | in Proz. des Lebendgewichts 
| 10,3 | 82 
9,87 | 4,47 
| 





10,00 | 4,86 


Die Schwankungen im Wassergehalt betragen bei einzelnen Organismen 
gegen 4 Proz. des lebendigen Gewichts. Am höchsten ist der Wasserwert 
bei dem männlichen Tier (Nr. 3), das einen üppigen Schwanz als Hochzeits- 
kleid besaß. Die Kohlenstoff- bzw. Wasserstoffwerte sind bei Tritonen 
ziemlich übereinstimmend. Auf Trockensubstanz berechnet, ergibt sich 
z. B. für Nr.4 C = 38,34 Proz. In 77,14g Wasser sind 8,57 g Wasserstoff 
vorhanden; demnach beträgt der Gehalt an organogenem Wasserstoff 
1,30 Proz. Asche in der Trockensubstanz 19,71 Proz. Da der Stickstoff- 
gehalt in Tritonen durchschnittlich 2,70 Proz., auf Trockensubstanz be- 
rechnet, 11,81 Proz. beträgt, so kann man auch den organogenen Sauer- 
stoff ausrechnen; er beträgt 28,84 Proz. der Trockensubstanz und 3,69 Proz. 
des Lebendgewichts. Lebendiges Substrat ist sehr sauerstoffreich; mit 
hydrogenem Sauerstoff, der 68,56 Proz. ausmacht, sind im Triton 72,25 Proz. 
Sauerstoff vorhanden. 

Es ist uns aufgefallen, daß sämtliche Aschen, sowohl bei Tritonen wie 
auch bei allen später untersuchten Tieren, bei der Verbrennung im Sauerstoff- 
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strom bei etwa 500 bis 600° des elektrischen Ofens bläulichgrün gefärbt 
sind; manchmal ist diese Färbung diffus, in manchen Fällen ist sie nur in 
einzelnen Punkten der Asche wahrzunehmen, was hauptsächlich bei knochen- 
reichen Organismen vorkommt. Die Färbung ist nach dem Erkalten be- 
ständig und wird wahrscheinlich durch die Gegenwart von Spuren Eisen, 
Mangan, Kupfer, Nickel und vielleicht Kobalt bedingt. Den Nachweis 
von solchen Metallspuren könnte man am besten durch Spektralanalyse 
erbringen, was wir in Aussicht stellen. 


Die Verbrennung der Organismen im Muffelofen ergibt immer graue 
Aschen, die kohlenstoffhaltig sind. 


Die Stickstoffbestimmungen geben nach unseren Erfahrungen nur 
nach Kjeldahl richtige Werte, denn die Organismen und deren trockene 
Substrate können nicht vollständig im Kohlensäurestrom nach Dumas 
verbrannt werden; nach Dumas bekamen wir stets zu niedrige Zahlen und 
einen unverbrennlichen, stark mineralisierten, stickstoffhaltigen Koks. 
Tabelle II enthält einige Stickstoffbestimmungen, ausgeführt an lebendigen 
Tritonen. 











Tabelle II. 
| Gewicht der || Gewicht der 
Stickst t Stickst 
n | Tiere |,Stiskstofiprogente | w | "Tiere | Stickstofiprozente 
2,40 4 1,6408 | 3.01 
2.38 5 1,7136 2,85 
2,73 








Zur vollständigen Verbrennung nach Kjeldahl braucht man etwa 10 
bis 20 Stunden, je nach dem Gewicht des Tieres. Die Tiere, die weniger 
als 1g wiegen, enthalten auch etwas weniger Stickstoff als die größeren 
Tiere. Diese Tatsache istnicht durch größeren Wasserreichtum der kleineren 
Organismen zu erklären, wohl aber teilweise durch die Aufnahme und 
Retention von Stickstoff aus der Nahrung. 


Wir haben noch eine Anzahl von Wasserbestimmungen in Tritonen 
ausgeführt, indem wir einzelne Tiere in Probierglasröhrchen einschmolzen 
und im Autoklaven bei 150° 3 Stunden lang erhitzten. Der ganze Organis- 
mus geht dabei in Lösung, wobei das im Organismus enthaltene W asser 
als Lösungsmittel fungiert; ein Teil von schwer angreifbaren Stoffen (Fett. 
Lipoide, teilweise Knochen usw.) wird ausgeschieden bzw. mazeriert. Wir 
haben ein ähnliches Bild, wie es sich bei der Autolyse durch Fermente 
darbietet. Die Dauer der Autolyse im Autoklaven ist viel geringer; diese 
scheint das lebendige Substrat nicht zu tief anzugreifen. Wir erreichen 
damit eine Homogenisation des Organismus. Nach dem Öffnen der Röhren 
ist kein Druck vorhanden, es findet also bei der Autolyse im Autoklaven 
keine merkliche Gasentwicklung statt. Die Reaktion der Flüssigkeit ist 
alkalisch. Fette und Lipoide sind an der Oberfläche angesammelt. 


Trocknet man die geöffneten Röhren bis zum konstanten Gewicht 
über H, SO, unter Luftdurchleitung, so kann man aus dem Gewichtsverlust 
den Wassergehalt im Organismus ermitteln. Zur Erreichung der Gewichts- 
Konstanz sind 3 bis 4 Wochen nötig. Tabelle III gibt die gewonnenen 
Ergebnisse wieder. 
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Tabelle III. 
TG Gewicht | Trock en» | Wasser | || Gewicht _ Trocken» | Wasser 
Nr. | der SH E gehalt der SE substanz gehalt 
R E g Proz. 


ı | 14606 | oan | 7783 e 1,2390 | 0,2862 | 76,90 
2 | 08546 | 0.1492 | 7720 1.6440 | 0,3610 | 78.04 
3 | 10478 | 02321 | 7784 0,3680 | 0,0846 | 77.01 
4 | 11008 | 02476 | 7750 s | 14345 | 03174 | 7700 


Die Schwankungen des Wassergehaltes bei einzelnen Tieren betragen 
etwa l Proz. Bei kleineren Tieren (Nr. 2 und 7) konnte man keinen größeren 
Wasserreichtum feststellen. Das autolytische Verfahren erweist sich als 
geeignet für die Bestimmung des Woassergehaltes und ergibt geringere 
Schwankungen bei einzelnen Versuchen als das bloße Austrocknen der 
Tritonen, wie das aus Tabelle I ersichtlich ist. 


Eidechsen (Lacerta vivipara). 


Die mit Chloroformdämpfen getöteten Tiere wurden ohne vorheriges 
Trocknen verbrannt. Man erhält folgende Werte: 





























Tabelle IV. 
Gewicht der Tiere C N O 
' g Proz. Proz. Proz. 
gege eege i a SE E 
0,3104 10,56 = 
0,4208 10,87 = Se 
0,3000 = | 301 en 
0,4840 en 3,39 == 
1,8366 = 3.41 = 
2,7875 — 3.48 ae 
4,3010 een z EE 
Durchschnittlich 10,76 10, 00 4.12 3,34 71,78 





Es wurde noch der Schwefelgehalt nach Carius ermittelt: 

2,4770g des Tieres, 0,0420g BaSO, : 0,00577g S bzw. 0,23 Proz. 

2,9560g des Tieres, 0,0492g Ba SO, : 0,00678g S bzw. 0,23 Proz. 

Eidechsen sind sauerstoffreich und besitzen einen hohen Aschengehalt. 
Die Asche ist blaugrünlich gefärbt. Die Stickstoffwerte sind höher bei 
Tieren mit größerem Lebendgewicht. 


Blutegel (Aulostomum gulo). 


Die Bestimmungen wurden mit lebendigen Tieren ohne Anwendung 
der Autolyse ausgeführt. 














Tabelle V. 
RS Gewicht der Tiere | Wassergehalt | Kohlenstoff | Wasserstoff | Asche 
g |! in Proz. des EE e 
1 | 0,3252 | 80,69 9,02 10,50 1,21 
2 i 0,6514 | 81,57 — — — 
3 | 0,2667 | 80,51 = = = 
4 | 0,2863 | 80,60 | 9,24 10,50 1,11 
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Das autoklav-autolytische Verfahren liefert denselben Wassergehalt. 

1,7922 g des Tieres hinterlassen nach dem Austrocknen 0,3572 g Sub- 
stanz, was einem Wassergehalt von 80,07 Proz. entspricht. 

Die Schwankungen des Wassergehaltes betragen etwa 1,5 Proz. Der 
Aschengehalt ist bei Blutegeln weit geringer als bei Tritonen und Eidechsen. 
Die Asche erscheint grün gefärbt. 


Raupen (Pieris brassicae). 
Die Tiere wurden unmittelbar verbrannt. 





Tabelle VI. 
Ne || Gewicht des Tieres |___C , H | Asche À E 
8 g | in Proz. des Lebendgewichts 
eree G EE EE EE EE E SS 
1 0,4903 | 1087 | 10,52 Lë — 75,49 
2 0,5028 9,76 ı 10,49 "Lë — 76.50 
3 0,4010 | u | rt: ee 
4 | 0,4323 = eng, ei ne Gi 


Hier fällt zuerst der geringe Gehalt an Asche und Stickstoff auf. Die 
Asche ist intensiv grün gefärbt. Beim Trocknen der Raupen bei 110° 
sammelt sich auf dem Deckel des Wägegläschens eine außerordentlich 
geringe Menge einer grün gefärbten Substanz an, die anscheinend mit 
Wasserdämpfen flüchtig ist. l 

Die angeführten Versuche dürfen nur als vorläufige und orien- 
tierende betrachtet werden; sie sind zu wiederholen mit größeren 
Mengen Materials und nach vollkommeneren Methoden, die teilweise 
in der zweiten Mitteilung angedeutet werden. 

Allerdings könnte man schon jetzt vermuten, daß der Gehalt an 
Asche und deren Zusammensetzung viel mehr für die chemische 
Charakteristik der einzelnen Arten von lebendigen Substraten geeignet 
erscheint als die Wasser-, Stickstoff- und Kohlenstoffgehalte, die 
gegen verschiedene Einflüsse in höherem Maße empfindlich sind. Die 
eingehendste quantitative Untersuchung von Aschenbestandteilen ver- 
schiedenster Organismen könnte vielleicht einige Anhaltspunkte dafür 
liefern, die Organismen als Biomineralienarten aufzufassen und sie 
chemisch auch von dieser Seite aus zu differenzieren, wie es bereits 
von W.I. Wernadsky ausgesprochen wurde. 

Aber eine noch wichtigere Aufgabe wäre die genaueste Kenntnis 
und Differenzierung des organischen Trockensubstrats, auf das man 
die organogenen chemischen Elemente am besten bezieht, indem man das 
Trockensubstrat aschefrei berechnet. Man kann nicht daran zweifeln. 
daß man sehr weite Ausblicke zur Erforschung des lebendigen Substrats 
ingeochemischer, zoologischer und biochemischer Hinsicht gewinnen wird, 
wenn man in den Besitz von zahlreichen Analysenwerten kommt, die 
beide erwähnte Gebiete der chemischen Elemente umfassen (nämlich 
mineralische und organische Bestandteile des Trockensubstrats). 





Untersuchungen 
über die Zusammensetzung des lebendigen Substrats. 
II. Mitteilung: 


Über den Gehalt an Wasser und organogenen Elementen in größeren 
Organismen. 


Von 
W.S. Ssadikow und A.P. Winogradow. 


(Aus der geochemischen Abteilung des Radiuminstituts der russischen 
Akademie der Wissenschaften.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1924.) 


Die in unserer ersten Mitteilung angewandte Methodik zur Er- 
mittlung des Wassers und der organogenen Elemente in kleineren 
Organismen erwies sich nicht als geeignet für Tiere mit größerem 
Gewicht, da sich diese nicht trocknen lassen und sehr uneinheitlich 
zusammengesetzt sind. Tiere von über 2 bis 3g Gewicht lassen sich 
nicht quantitativ verbrennen; eine einheitliche Durchschnittsprobe 
kann man ebenfalls nicht entnehmen. 

In bezug auf Stickstoff, Schwefel, Phosphor und Mineralbestand- 
teile bei Organismen, die bis 20 g wiegen, könnte man, allerdings mit 
viel Mühe, nach Kjeldahl, Carius und Neumann quantitative Bestim- 
mungen ausführen. Diese sind aber nicht immer eindeutig, weil die 
Organismen sehr resistente organische Komplexe enthalten, die nicht 
vollständig durch Schwefelsäure in Gegenwart von K,SO, zerstört 
werden können; die Dauer für eine Kjeldahlisation beträgt manchmal 
bis 60 Stunden. Will man das lebendige Substrat mit HNO, nach 
Carius oder mit HNO, und H,SO, nach Neumann zerstören, so bilden 
sich inzwischen sehr schwer angreifbare Nitrierungsprodukte; eine 
quantitative Verbrennung des Kohlenstoffs läßt sich nicht erreichen. 
Dieselbe Erscheinung tritt auch bei Anwendung von Königswasser auf. 

Wir haben versucht, den organischen Anteil des lebendigen Sub- 
strats mit verschiedenen, sehr stark oxydierenden Reagenzien zu zer- 
stören, in der Absicht, diese Methode auch für die nasse quantitative 
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Kohlenstoffbestimmung auszunutzen. Aber wir hatten keinen Erfolg. 
Die Versuche wurden mit Schwaben, Mäusen, Fleisch und Horn an- 
gestellt. Es hat sich folgendes ergeben: 

Die Anwendung von Gemischen aus Schwefelsäure und Chrom- 
säure bzw. Kaliumbichromat, aus Schwefelsäure und Wasserstoff- 
superoxyd oder Kaliumpersulfat führt zu keiner raschen und voll- 
ständigen Oxydation des Kohlenstoffs. Schwefelsäure mit K MnO, 
ruft heftige Verpuffungen unter Abscheidung schwer verbrennbarer 
Kohle hervor. Irgend eine ‚‚nasse‘‘ Methode zur Kohlenstoffbestimmung 
in Organismen ist nicht anwendbar. Unsere Bestrebungen waren nun 
darauf gerichtet, ein Verfahren auszuarbeiten, das es gestattet. Orga- 
nismen ohne besondere Rücksicht auf ihr Gewicht in eine einheitliche 
Masse zu verwandeln und daraus ein Trockensubstrat zu bereiten, 
das sich pulvern läßt und eine Durchschnittsprobe zu entnehmen erlaubt. 

Wir haben versucht, größere Organismen, wie z. B. Kaninchen 
bis zum Gewicht von 3000 g, mit gasartigen Reagenzien bei Zimmer- 
temperatur bzw. unter gelindem Erwärmen (bis 40°C) in Lösung zu 
bringen, indem das im Organismus enthaltene Wasser als Lösungs- 
mittel fungieren sollte. Leitet man in eine gut abgeschlossene Pulver- 
flasche, in der sich das Tier befindet, einen Strom von getrocknetem 
Chlor oder Chlorwasserstoff, oder ein Gemisch von beiden, so beobachtet 
man die Auflösung des Kaninchens, die im Laufe der Zeit immer 
schneller vorschreitet. Nach einigen Tagen verwandelt sich der Orga- 
nismus in ein Gemenge, das aus einer stark gebräunten dicken Flüssig- 
keit und aus unlöslichen schmierigen Massen besteht. Ferner hatte 
sich erwiesen, daß eine derartige Destruktion des Organismus auch in 
einer Atmosphäre von Chlor, oder noch schneller in einem mit DCL Gas 
gefüllten Raume ohne beständige Durchleitung von Gasen vor sich 
geht. was einen Vorteil in der Hinsicht bietet, daß man aus dem Reak- 
tionsgefäß keine Substanzen durch den Gasstrom verliert und sie nicht 
abzufangen braucht. 

Das Verfahren schien uns geeignet zu sein, eine Homogenisation 
der größeren Organismen zu erreichen. Aber es hat sich bald heraus- 
gestellt, daß die Eingriffe des Chlors bzw. des HCl-Gases auf das 
lebendige Substrat zu groß waren, und die Schwierigkeiten beim Ver. 
arbeiten der gewonnenen Auflösung sind unüberwindbar, wenn man 
quantitative Bestimmungen vornehmen will. Wir waren gezwungen, 
neue Wege zu suchen. Es ist uns schließlich gelungen, ein recht ein- 
faches Verfahren der Homogenisation der Organismen auszuarbeiten, 
welches erlaubt, ohne Anwendung irgendwelcher Reagenzien und ohne 
jeden Verlust an lebendigem Substrat dieses in Pulverform umzu- 
wandeln und in Durchschnittsproben zu analysieren. Das Verfahren 
gestaltet sich folgenderweise: 
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Das gewogene Tier wird in ein Glasrohr, einen Kolben oder eine 
Druckflasche gelegt, dann wird zugeschmolzen oder mit eingeschliffenen 
Glasstöpseln geschlossen. Man stellt das Gefäß in den Autoklaven und 
erhitzt 3 Stunden bei 150°. Nach dem Öffnen des Gefäßes beobachtet 
man fast keinen Überdruck. Das Autolysat ist schwach gefärbt und 
besteht aus einer dicken Flüssigkeit und einer an der Oberfläche 
schwimmenden ölartigen oder halbfesten Schicht von Lipoiden. 

Um das Produkt der Autolyse im Autoklaven in eine einheitliche 
Form zu bringen, muß man es im Exsikkator über Schwefelsäure unter 
Luftdurchleitung bei niedriger Temperatur austrocknen lassen, was im 
Laufe von 2 bis 3 Wochen erreicht wird. Man erhält eine schmierige 
Masse, die sich nicht pulvern läßt und sehr hygroskopisch ist, was 
teilweise durch die Gegenwart ölartiger Substanzen bedingt wird. 
Dieselben lassen sich quantitativ durch Ätherextraktion trennen. 
Diese Trennung kann auf zweierlei Art ausgeführt werden. Entweder 
überführt man das gesamte, nicht vorgetrocknete Autolysat in einen 
Maassenschen Flüssigkeitsextraktor und extrahiert längere Zeit mit 
Äther. Die extrahierte Flüssigkeit wird darauf in gewogene Schalen 
übergegossen und im Exsikkator zur Trockne verdunstet, worauf der 
Rückstand sich pulvern läßt. Oder besser verfährt man auf die Weise, 
daß zuerst der flüssige Anteil des Autolysats abgegossen wird, der 
feste Anteil in eine andere Schale quantitativ aufgenommen unter 
Nachspülung mit Äther, die Inhalte beider Schalen getrocknet und 
die Trockenrückstände im Soxhleischen Apparat mit Äther erschöpft 
werden. Auf diese Weise erhält man zwei Fraktionen des lebendigen 
Trockensubstrats: die eine bezeichnen wir als „Pulverfraktion‘“, die 
andere als „Ölfraktion“. Die beiden Hauptfraktionen lassen sich weiter 
durch Ausziehen mit mannigfaltigen Lösungsmitteln fraktionieren. 

Da es uns vorläufig nur darauf angekommen war, die organogenen 
Elemente zu bestimmen, haben wir eine weitere Fraktionierung unter- 
lassen. Die beiden Hauptfraktionen konnte man in einen einheitlichen 
Zustand bringen und sichere Durchschnittsproben zu den Analysen 
entnehmen. 

Nach diesem Verfahren haben wir Mäuse, Schlangen und Meer- 
schweinchen untersucht. 


Mäuse (Mus alba). 


Versuch I. Eine weiße Maus mit 21,0040 g Lebendgewicht wurde in 
ein Probierglasrohr eingeschmolzen und im Autoklaven bei 150° 3 Stunden 
erhitzt. Nach dem Öffnen des Rohres wird das Autolysat im Rohre selbst 
in den Exsikkator gestellt und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet; das 
Rohr wird zerbrochen und der unhomogene Trockenrückstand in 9 Portionen 
auf Porzellanschiffchen verteilt, nachgetrocknet und jede Portion im 
elektrischen Ofen im Sauerstoffstrom verbrannt. Es ist uns gelungen, jeden 
Verlust an Trockenrückstand zu vermeiden. 
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Die Tabelle I enthält die analytischen Belege der sämtlichen neun Ver- 
brennungen. 























Tabelle I. 
|| _ Gewicht des | "e Gewicht des Gewicht der LÑ | TE Gewicht der der 
Portionen a nps rans r 

(T 07228 0,5220 | La 0,03 
2 | 0,6238 0.4101 0,9693 Dome 
3 | 0,7898 0,5135 1,2883 0,1140 
4 | 0,6848 0,4644 1,0119 0,0812 
5 , 0,7272 0,4910 1,1465 0,1424 
6 ' 0,7876 0,5056 1,1883 0,0948 
7 0,9070 0,5720 1,2564 0,1197 
8 0,7194 0,4693 1,1634 0,0850 
0 | 0,3655 ` 0,0991 | 0,2815 ? 

| 6,0276 | 440 | 94874 | 0,7541 


Daraus kann der Wassergehalt der Maus bestimmt werden: er beträgt 
71,43 Proz. des Lebendgewichtes. 

Gesamtgewicht des Kohlenstoffs 2,587 47 g, des Wasserstoffs 0,449 66 g. 

Bei der Aschebestimmung ist ein kleiner Verlust entstanden, denn 
die neunte Verbrennung wurde mit Glasscherben ausgeführt und der Aschen- 
rückstand war nicht zu ermitteln. Der Fehler ist aber kaum zu berücksichtigen, 
weil in dieser Portion nur wenig organische Substanzen vorhanden waren. 

In Prozenten ausgedrückt, ergeben sich folgende Zahlen für Kohlenstoff, 
Wasserstoff und Asche. 


Bezogen auf: C H Asche 
Lebendgewicht (21,0040 g) . . . .. Lë 2,14 3,59 
Trockensubstrat (0.09176 91 . . . 0... 42,92 7,46 12,51 


Aschefreie organische Substanz (5, 2735 g): . . 49,06 8,53 — 


Der in der untersuchten Maus EE Wassergehalt (71,43 Proz.) 
entspricht 7,93 Proz. Wasserstoff; der gesamte Wasserstoff ist also 10,07 Proz. 
Man kann den organogenen Wasserstoff (2,14 Proz.) vom hydrogenen 
(7,93 Proz.) unterscheiden. Ebenfalls ist der eine Teil des Sauerstoffs im 
lebendigen Substrat organogenen, der andere Teil aber hydrogenen Ur- 
sprungs. 

Versuch 2. Eine Maus von 19,4415 g Gewicht wurde im zugeschmolzenen 
Rohr im Autoklaven bei 150° 3 Stunden erhitzt. Das Autolysat wurde zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und der Trockenrückstand im Sorhletschen 
Apparat mit Äther ausgezogen. 


Gewicht der ‚„Pulver-Fraktion“ . . . . 3,7080 g 
e » „Öl-Fraktion“ . . . . . . 1,3396 g 
Gewicht des Trockensubstrats. . . . » 6,0476 g 
Aus diesen Werten ergibt sich: 
Wassergehalt der Maus. . . . . . . . 74,04 Proz. 
Ölgehalt der Maus . . . 22.2.6899 „ 
Ölgehalt im Trockensubstrat. . . . . . 26,54 „, 


Die Pulverfraktion wurde im Achatmörser zerrieben und im Exsikkator 
bis zur Gewichtskonstanz aufbewahrt; dann wurden die Proben im elektri- 
schen Ofen im Sauerstoffstrom verbrannt. In der Tabelle II sind die er- 
haltenen Resultate wiedergegeben. 
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Tabelle II. 
ne | C H Asche 
BEE E = g N Proz. | Proz. Proz. u 
0.3108 40.98 658 | 1620 
Pulver: d 0,2277 41.21 6,40 16.20 
nm... . Il 04300 68.53 10,20 0 
i| 03182 68.33 10,50 0 


Analytische Daten: 

0,3108 g Substanz; 0,1832g H,O; 0,4671g CO,; 0,0505 g Rückstand. 
0,22778, » 0,1301 g H,O; 0,3438 g CO,; 0,0369 g D 
0,4300 g ze 0,4066 g H,O; 1,0829 g CO, 

0,3152 g s 0,3082 g H,O; 0,7927 g CO, 

Die Gesamtmenge des Kohlenstoffs beträgt: 





im ganzen Pulver . e 2.2.0. 1,52399 g 
eg" an < : d ea Br eg ah GE 0,91669 g 
» Trockensubstrat. . . . s. 2 2 e eœ 2,44068 g 
auf lebendige Substanz berechnet . . .12,55 Proz. 
Die Gesamtmenge des Wasserstoffs: 
im Pulver. ..... nd an A 0,24065 g 
OL. dar ee ae 0,13865 g 
xa Trockensubstrat. . . ». » 2.2... 0,37930 g 


eventuell 1,95 Proz. 


Die Asche ist grünlich-blau punktiert. Sie betrug im Pulver 0,6007 g 
bzw. 3,09 Proz. des lebendigen Gewichtes. Das Öl ist aschefrei. 
Zum Vergleich geben wir noch folgende Zusammenstellung: 


Bezogen auf: C H Asche 
Lebendgewicht (19,44158) . . . .» » ... . 12,55 1,95 3,09 Proz. 
Trockensubstrat (5,04768) - -. - : 2 2. . 48,35 7,51 1110 „ 
Pulver (3,7080 g) . - - sassa. . . . 41,09 6,49 - 16,20 ,, 
Aschefreies Pulver (3,1073g. .... - . . 49,04 7,74 0 
Öl (1,3396 g) 222% 3 se 00% 68,43 10,35 0 


Bei einem Wassergehalt von 74,04 Proz. berechnet sich der hydrogene 
Wasserstoff auf 8,2267 g oder 8,23 Proz. des Lebendgewichtes; mit organo- 
genem Wasserstoff (1,95 Proz.) zusammen ergeben sich 10,18 Proz. Eine 
gute Übereinstimmung der Werte, die in den Versuchen 1 und 2 erhalten 
wurden, beweist die Anwendbarkeit des Verfahrens, das sich auf Homogeni- 
sation und fraktionierte Trennung des lebendigen Substrats gründet. 

Versuch 3. Eine Maus mit 11,1700 g Lebendgewicht wurde, wie oben 
beschrieben, im zugeschmolzenen Rohr autolysiert. 


Man erhält: 
Puiverfraktion . . . . . sà 2,2793 g 
Ölfraktion . . » . 2» 2 222.0. 0,4510 g 
Trockensubstrat . . . . 2... 2,7303 g 
Daraus berechnet sich: 
Wasser . 2 2 2 2 2 2 2 20. 75,56 Proz. 


Gl TE a e a e 4,04 ,, 
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Die Analysen der beiden Fraktionen haben folgendes ergeben: 





Tabelle III. 
| Substanz C H Asche 
g Proz. Proz. Proz 







Pulver 


Öl. 


Analytische Daten: 
0,3420 g Substanz; 0,1968 g H,O; 0,4990 g CO,; 0,0538 g Asche. 
0,2902g ,, 0,1645 g H,O; 0,4258 g CO3; 0,0447g „, 
0,4307 g e 0,4106 g H,O; 1,0320 g CO,. 
0,3202 g e 0,2921 g H,0; 0,7631 g CO.. 
Tabelle IV gibt diese Zahlen, auf Gesamtkohlenstoff und Gesamt- 
wasserstoff in bezug auf lebendiges und trocknes Substrat umgerechnet, 
wieder. 














Tabelle IV. 
ic H | Asche 
i nu g g 
Pulver ....... | 0,909 44 0,145 87 0,364 69 
0 


Ol aie R E 5 | 0,294 15 0,047 04 
Trocken-Substrat . . 1,203 63 0,192 91 0,364 69 
Lebendiges Substrat |; 10,77 Proz. | 1,72 Proz. | 3,26 Proz. 


Addieren wir zu 0,1929 g des organogenen Woasserstoffs noch 9,3778 g 
des hydrogenen Wasserstoffs (der Organismus enthält 75,56 Proz. Wasser), 
so berechnet sich der gesamte Wasserstoff in bezug auf das lebendige 
Substrat auf 10,12 Proz. 

Im aschenfrei berechneten Pulver ermitteln wir C = 47,50 und 
H = 7,62 Proz. Das aschefreie Trockensubstrat enthält 19,04 Proz. Öl. 


Versuch 4. Es wurden noch einige Bestimmungen nach dem Autolyse- 
verfahren an Mäusen mit kleinerem Lebendgewicht ausgeführt. 











Tabelle V. 
BEE Ee 
l | g | g | Proz. 

4 | 6,5425 | 
5 3,7382 
D ` 3,1700 





Die Schwankungen im Wassergehalt liegen im Bereiche von etwa 
4 Proz. und sind unabhängig von dem Lebendgewicht der Mäuse. 


Bei Maus Nr. 1 (21,0040g8) . . . . . . 71,43 Proz. Wasser. 
S » Dr, 2 (1945158) , .». . . . . 74,04 „, = 
„o p, Nr.3 (1117008)... . . . 75,56 „ S 


Versuch 5. Neugeborene Mäuse wurden unmittelbar im elektrischen 
Ofen verbrannt. 
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Tabelle VI. 
N. || Lebendgewicht C | H Asche 
i g Proz. Proz. Proz. 
7 1,1748 6,30 10,50 2,74 
s ||  Losee 8,37 10,26 3,22 


Analytische Daten: 

1,1748 g Substanz; 1,1020g H,O; 0,2716g CO,; 0,0322 g Asche. 
1,0566 g WW 0,9756 g H,O; 0,3244g CO,; 0,0340g ,, 

Die Asche hat eine smaragdgrüne Farbe. 

Bei neugeborenen Mäusen ist der Wasserstoffgehalt derselbe wie bei 
erwachsenen. Aber Kohlenstoff und Asche zeigen viel geringere Werte. 
Besonders auffallend ist der fast zweimal kleinere Prozentgehalt des Kohlen- 
stoffs (Maus Nr. 7). Im Verlauf des Wachstums scheint eine Anreicherung 
des lebendigen Substrats an Kohlenstoff stattzufinden. Ähnliche Verhältnisse 
sind auch in bezug auf Stickstoff zu beobachten, wie die nachstehenden 
Versuche lehren. 


Versuch 6. Die Mäuse von verschiedenem Lebendgewicht von 1,0438 g 
bis 20,3212 g wurden kjeldahlisiert. Die Bestimmungen erforderten ein 
langdauerndes Erhitzen, das manchmal bis 30 Stunden erreichte. 


Tabelle VII gibt die Zusammenfassung der gewonnenen Ergebnisse. 

















Tabelle VII. 

l DS | beier gon u E EECH Stickstoffgehalt 
r. Nr. 

EE BE EE g Proz. 
1 Í 1,0438 1,87 11 | 64095 | 2,90 
2 | ig ; Zı8 12 6,9975 3.18 
3: 1182 2.14 13 | 8,4583 3,18 
4 ` 25270 2,09 14 8,4935 ` 3.22 
5 3.1720 2,05 15 | 10,7325 ` 3.25 
6 j 41980 2,17 16 122090 | 324 

a u DEE E 
9 | 53365 2,84 2 | an on 
10 6.2174 3.14 | 20 








Es ist klar ersichtlich, daß man zwei verschiedene Werte des Stickstoff- 
gehalts hat; der erste etwa 2 Proz. bei Lebendgewichten zwischen 1,0483 g 
(die Neugeborenen) und etwa 5g; bei höheren Lebendgewichten, die wir 
von 5 bis 20 g verfolgt hatten, haben wir einen konstanten Stickstoffgehalt 
von etwa 3 Proz. Diese plötzliche Erhöhung des Stickstoffgehalts von 
2 bis 3 Proz. ist wahrscheinlich durch die Nahrungsaufnahme der Mäuse, 
die ein Gewicht von 4g erreicht haben, zu erklären. 


Wir haben es auch unternommen, Stickstoffbestimmungen der Pulver- 
und der Ölfraktionen autolysierter Mäuse auszuführen. Dabei hatte sich 
die recht wichtige Tatsache herausgestellt, daß man nach Dumas keine 
richtigen Werte erhält. Beim Verbrennen des aschereichen Pulvers im 
Kohlensäurestrem findet eine Verkokung der Kohle statt, die, durch 
Mineralsalze imprägniert, auch trotz längeren Erhitzens und inniger Mischung 
des Pulvers mit feinem Kupferoxyd unangegriffen bleibt. 
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0,1844 g Pulver (Maus Nr. 2) lieferte nach Dumas 0,00395 g Stickstoff, 
was nur 2,14 Proz. des Lebendgewichtes ausmacht. 

Dasselbe Pulver nach Kjeldahl bestimmt gab 2,47 Proz. 

Wenn man den Inhalt des Porzellanschiffehens nach vollendeter 
Verbrennung nach Dumas noch längere Zeit kjeldahlisiert, so erhält man 
noch etwa 0,5 Proz. Stickstoff. Was die Ölfraktion anbetrifft, so ist sie 
auch stickstoffhaltig. Während die Pulverfraktion etwa 13,5 Proz. Stickstoff, 
berechnet auf das Pulvergewicht, besitzt, hat man in der Ölfraktion durch- 
schnittlich 4,8 Proz. Stickstoff auf das Gewicht des Öles bezogen. Das Öl 
ist nach Dumas verbrennbar. 

0,0825 g gaben 0,003956 g Stickstoff. 


Versuch 7. Wir haben noch einige Schwefelbestimmungen nach Carius 
ausgeführt. Mit Chloroform betäubte Tiere wurden in Einschmelzröhren 
gebracht, mit konzentrierter HNO, versetzt und nach dem Zuschmelzen 
zuerst längere Zeit auf dem Weasserbade erwärmt, wobei die Röhren öfters 
geöffnet wurden, um die Gase zu entfernen. Schließlich wurden die Röhren 
im elektrischen Bombenofen allmählich erhitzt, wobei man das weitere 
Ansteigen der Temperatur sehr vorsichtig regelt, weil die Röhren sonst 
häufig zersprengt werden. Schließlich steigert man die Temperatur für 
einige Stunden bis auf 250 bis 280°C. 

1,3794 g Lebendgewicht; 0,0098 g BaSO,; 0,165 Proz. S. 

1,3020 g E 0,0090 g BaSO,; 0,161 „ B. 

In der Pulverfraktion der Maus Nr. 3 (Lebendgewicht 11,1700 g) 
wurde der Schwefel nach Carius bestimmt. 

0,2208 g Pulver: 0,0134 g Ba SO, eventuell 0,001 84g S oder 0,83 Proz. 

0,2312 g = 0,0147 g Ba SO, Ge 0,00202g S oder 0,87 „, 

Die gesamte Schwefelmenge im Pulver der Maus ist also 0,01937 g. 
Auf Lebendgewicht berechnet, ergeben sich 0,173 Proz. 

Im Mäuseöl sind nur Spuren von Schwefel nachweisbar. 


Schlangen (Vipera berus). 

Zahlreiche Schlangen wurden Anfang August 1923 in Wäldern gefangen 
und im Laboratoriumsraume ohne jede Nahrung gehalten. Sie lebten 
bis Ende Februar 1924. Die am 15. September geborenen Tierchen wurden 
unmittelbar im elektrischen Ofen verbrannt oder kjeldahlisiert, oder nach 
Carius zur Schwefelbestimmung verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle IX 
zusammengefaßt. 
































Tabelle IX. 

P || Lebendgewicht] CH UN Is | Ashe | O 

= Weca E Per le „Eros; | Proz Proz Proz. | Proz. 

= im Zu zB SE 
1 | 2,2568 | 10,00 | 10,00 | — — | 3,76 13,48 
2 | 24254 10; 30 | 10 0,30 e Se 350 | — 
3 | 2,6940 | 1,93 — =- - 
4 | 33010 u E 1.69 = Wi er 
5 5,0600 = Mr: = 0,20 s Je 
6 | 7,0055 — — | 0,19 — | — 





Analytische Daten: 
2,2568 g Substanz; 1,7031g H,O; 0,8968 g CO,; 0,0843 g Asche. 
2,4254 g Er 0,2273g H,O; 0,9160 g CO,; 0,0899 g e 
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Speziell zur Ermittlung des Wassergehalts wurde ein Teil der Schlangen 
auf gewogenen Porzellanschiffchen im Exsikkator getrocknet; ein anderer 
Teil in Röhren eingeschmolzen und autolysiert. Tabelle X liefert die er- 
haltenen Resultate. 














Tabelle X. . 
rn a | | Wassergehalt Bemerk 
Proz, merkungen 
1 3,2390 0,6814 pe bh 
2 3,2110 0,6430 79,98 
3 3.0410 0.6372 79.05 ee. 
4 3,2310 0,5770 82,15 a 
5 2,7150 0,5518 79,68 y 
6 2,9480 0,6180 6 | Som | 06180 | 7904 D 
770776080 | 3960 | 7748 I nmn. L 
8 | 15,3805 3.6610 ter Me 
9 "2,2967 0,5334 76,82 Pr 
10 | 2,3333 . 0,5440 76,67 yse 








Die Werte des Wassergehaltes sind etwas höher, wenn man ohne An- 
wendung der Autolyse verfährt, aber sie geben größere Schwankungen 
(bis 3 Proz.); das Trocknen nach der Autolyse führt zu mehr übereinstimmen- 
den Zahlen, besonders, wenn man in Betracht zieht, daß man mit weit 
voneinander abweichenden Lebendgewichten (17,6030 und 2,2967 g) fast 
gleiche Zahlen erzielt. Auch andauerndes Hungern kann auf den Wasser- 
gehalt einen Einfluß ausüben, denn gerade die ersten sechs Schlangen 
wurden früher zu den Versuchen verwendet. 


Versuch 1. Eine Schlange mit 24,7075 g Lebendgewicht wurde in ein 


Rohr eingeschmolzen und autolysiert. Nach dem Trocknen und der 
Extraktion mit Äther erhält man: 


Pulver: .. ss wa - . 4,3534 g 
Ol orae a en . . 1,0974 g 
Trockensubstrat . . . .... 5,4508 g 


Daraus wird der Wassergehalt berechnet auf 77,94 Proz. 

Der Ölgehalt, auf Lebendgewicht bezogen, ist gleich 4,44 Proz., auf 
Trockensubstrat bezogen 20,13 Proz. und aschefrei berechnet, 25,74 Proz. 
der organischen Substanz. 


Tabelle XI. 


an u 
is 


39.20 616 | 21,90 an om ` 
Pulver pulver | 3900 | 608 | a 28 13 det 
m 63.27 | 10,53 

63,41 | 10,70 





Analytische Daten: 


0,2104 g Substanz; 0,1136g H,O; 0,3024g CO,; 0,0484 g Asche. 
0,2300 g Se 0,1291g H,O; 0,3232 g CO,; 0,0480 g ss 
0,3152 g is 0,2972 g H,O; 0,7313 g CO,. 

0,2278 g sa 0,2243g H,O; 0,5348 g CO, 
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Diese Werte dienen zur Berechnung der gesamten Mengen von Kohlen- 
stoff und Wasserstoff, welche in der Tabelle XII angeführt sind. 


Tabelle XII. 


WSA 














Palver oei wem d | 1,702 12 ma vz um Ya 0,9490 | 0.8289 
a e we ge i 0.695 02 0,116 32 0,274 
Trockensubstrat `, . . de ‚397 21 | 0,332 70 = 0, SO t 1, 1033 
Lebendiges Substrat . JI ‚55 Proz. 2,43 Proz. .| 4,46 Proz. 




















In 77,94 g Wasser sind 8,66 g Wasserstoff RER mit organogenem 
Wasserstoff (1,55g) zusammen bekommen wir 10,21 Proz. Wasserstoff, 
bezogen auf lebendiges Substrat. 


Die Zahlen stimmen überein mit den Ergebnissen der unmittelbaren 
Verbrennung der kleineren Tiere. 


Berechnet man das Pulver aschefrei, so enthält dasselbe C = 50 Proz., 
H = 7,82 Proz., N = 17,64 und O = 24,54 Proz. Das organische Trocken- 
substrat ist also reich an Stickstoff.und Sauerstoff; die Verhältnisse zwischen 
Kohlenstoff und Wasserstoff scheinen sich den gesättigten Verbindungen 
anzupassen. Selbstverständlich haben wir es hier mit einem Gemenge von 
außerordentlich vielen Verbindungen zu tun; es ist jedoch nicht gänzlich 
ausgeschlossen, daß die Isolierung einiger von diesen gelingen wird. 

Was die Asche von Schlangen anbetrifft, so ist sie immer lokal bläulich- 
grün gefärbt, besonders an den verbrannten Knochen beobachtet man 
intensiv gefärbte Punkte. 


Versuch 2. Eine Schlange vom Lebendgewicht gleich 33,6727 g gab 
nach Autolyse, Trocknen und Ätherextraktion: 


Pulver . . 2. 2 2 22.22.20. 0. 4,1056g 
OR: ae ee ee re TO 
Trockensubstrat . . . 2... . 5,8250 g 


Daraus ergibt sich der Wassergehalt im lebendigen Substrat gleich 
87,70 Proz. Der Ölgehalt in demselben beträgt 5,10 Proz.; auf Trocken- 
substrat bezogen 29,52 Proz. Tabelle XIII gibt die Zusammensetzung des 
Pulvers und des Öles wieder. 




















Tabelle XIII. 
I Substanz 1 ce | H L Ashe 
= li g 1 Proz. Proz Proz. 8 
Pulver `, | ` 0,2452 | 50,72 | 6,15 | 20,55 
03030 5050 | oi 20,80 
Öl ne | 0,2214 | 67,70 11,23 — 
l. 0,3330 67.92 ı 11,18 | Le 


Analytische Daten: 


0,2452 g Substanz; 0,1348 g H,O; 0,3864g CO,; 0,0504g Asche. 
0,3008 ,„ 0.2510 9 H,O; 0,5659g CO,; 0,06l5g „ 
0,2214 g 7 0,2208g H.O; 0,5461g CO, 

0,3330 g S 0,3323g H,O; 0,8291g CO,. 
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Aus diesen Werten wird die Gesamtmenge des Kohlenstoffs und Wasser- 
stoffs berechnet. 




















Tabelle XIV. 
HG H T Ashe ` 
EE g g R _ 
Pulver . ooa aeaa | 20774 | 0,2517 | 0,8437 
57 ae A e a e a E 1,1658 | 0,1926 0 
Trockensubstrat . ..... 3,2423 0,4443 0,8437 
Lebendiges Substrat . . . . |; 9,63 Proz. | 1,32 Proz. | 2,52 Proz. 





82,70 g Wasser enthalten 9,20 g Wasserstoff ; fügt man 1,32 gorganogenen 
Wasserstoff hinzu, so bekommt man 10,52 Proz. Wasserstoff, bezogen auf 
lebendiges Substrat. Aschefreies Pulver enthält C = 63,70 und 
H = 7,70 Proz. Man erzielt also keine Übereinstimmung mit dem ähnlichen 
Präparat aus dem Versuche 2. Vielleicht war die Ätherextraktion nicht 
erschöpiend genug. Wir sind im Begriff, eine Anzahl von verschiedenen 
Extraktionsmitteln anzuwenden, um möglichst gute Trennungen der 
einzelnen Fraktionen der Trockensubstanz zu erreichen und sie einiger- 
maßen chemisch unterscheiden zu können. Allerdings besaß die untersuchte 
Schlange einen auffallend hohen Gehalt an Öl, der beinahe 30 Proz. des 
Trockensubstrats betrug; auf aschefreies Substrat bezogen sogar 35,26 Proz. 


Die Tatsache eines hohen Ölgehalts mancher Tiere hat eine hervor- 
ragende geochemische Bedeutung, die mit den Ansichten über die biogene 
Entstehungsweise des Erdöls verknüpft sein könnte. 


Was die nähere Natur der Ölfraktion anbelangt, so zeigen unsere 
vorläufigen Versuche mit Mäuse- und Schlangenölen, daß dieselben nur 
verhältnismäßig wenig freie Säuren enthalten und aus Glyceriden bestehen. 
Ferner sind auch ungesättigte Verbindungen zugegen. Der Stickstoff- 
und Phosphorgehalt deutet die Gegenwart von Phosphatiden an. Diese 
Behauptungen werden durch folgende Versuche begründet. 


Müäuseöl. 


Bei Titration nach Hübl haben wir eine Jodaufnahme wahrgenommen. 


1. 0,1722 g Öl addieren 0,1271g Jod = 73,80 Proz. 
2. 0,1352 g „, be 0.10965 9 „ = 75,81 „ 
3. 0,6000 8 ,. „  0,2633g „ = 43,88 „ 
Schlangenöl. 
I. 0,1470 g Öl verbrauchen 0,0902 g Jod = 60,94 Proz. 
0,1827 8 ‚, Ñ 0,1189g — = 65,04 „ 
II. 0,3380 g ,, s 0,3199g „ = 94,65 „ 


Bei der Titration des Öles II (aus Versuch II) verbrauchen 0,2224 g 
eine Menge alkoholischer Kalilauge, die 0,006007 g H,SO, entsprach. 


0,3614 g Schlangenöl enthielten freie Säuren, entsprechend 0,0023 g 
H,SO,. Nach dem Kochen mit alkoholischer Kalilauge (3 Stunden am 
Rückflußkühler), entsprach der Alkaliverbrauch 0,1069g H,SO,. Auf 
Essigsäure berechnet, erhalten wir demnach durch Neutralisation 0,010 23 g 
Säure oder 2,83 Proz. des Öles, nach Verseifung 0,1309g Säure oder 
36,22 Proz. des Öles. 
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Meerschweinchen (Cavia vulgaris). 


Das Lebendgewicht betrug 112,70 g. Das Tier wurde in einen Glaskolben 
eingeschmolzen und autolysiert. Nach Trocknen und Ätherextraktion 
erhält man: 


Pulver: yd Zw ar. e 23,4516 g 
0) Et a ae a e 6,2883 g 
Trockensubstrat . . . 2... 29,7399 g 


Daraus wird der Wassergehalt berechnet auf 73,61 Proz. 
Der Ölgehalt ist 5,58 Proz. 

Auf Trockensubstrat bezogen 21,14 Proz. 

Tabelle XV gibt die analytischen Ergebnisse wieder. 











Tabelle XV. 
EE | Substanz | CIR 
JL Æ Proz | __Proz 
046% | 39.20 6,16 
Pulver... | 0.4570 EX 6.17 
dE i 04352 6981 | 1135 


ii l 


Analytische Belege: 
0,4690 g Substanz; 0,2602 g H,O; 0,6742g CO,; 0,0652g Asche. 
0,4570 g 5 0,2540 g H,O; 0,6569g CO,; 0,0858g ss 
0,4204 g s 0,4225g H,O; 1.0799 9 CO, 

0,4352 g j 0,4448 g H,O; 1,1140g CO, 

Kjeldahl Pulver: 

0,6367 g Substanz; 51,05 cem: 0,255 25 g H,SO,; 11,45 Proz. 

KEN g s 37,35 ccm: 0,186 75g H,SO,; 11,59 ,, 
E 

0,4663 g Substanz; 4,25 ccm: 0,021 25g H,SO,; 1,32 Proz. 

0,2345 g œ 2,40 ccm: 0.012 009 H,SO,; 1,46 „, 


Die absoluten Mengen der organogenen Elemente sind aus Tabelle XVI 
ersichtlich. 


ZE 


Er 

















Tabelle XVI. 
| C H N Asche u 0 
VO d e g g e 
| E T are, Se ale 
Pulver . 2.2.2.2... | 9,1925 | 1,4446 N 2.0852 |32832 | 6,8361 
Ee e de 44055 0,7024 0,0880 0 1,1005 
Trockensubstrat . . . . ha’ 5975 |21470 | 27732 |3,2832 | 7/9366 
Lebendiges Substrat . . 119. ‚06 Proz. |1 91 Proz. | 2, ‚46 Proz. 2,91 Proz. | 7,04 Proz. 





Das Meerschweinchen besitzt 73,61 Proz. Wasser; in demselben ist 
9,2176 g Wasserstoff vorhanden. Fügt man 2,1470 g organogenen W asser- 
stoff hinzu und bezieht die Summe auf das Lebendgewicht, so ergeben sich 
10,08 Proz. Wasserstoff. 

Die Zusammensetzung des aschefreien Pulvers war folgende: 


C = 45,57, H = 7,16, N = 13,31, O = 33,96 Proz. 
Sie unterscheidet sich wesentlich von der Zusammensetzung des Öles: 
C = 69,91, H = 11,26, N= 1,39, O = 27,44 Proz. 
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Im Pulver wurde noch Schwefel nach Carius bestimmt: 
0,5820 g Substanz; 0,0234g BaSO,; 0,55 Proz. 
0,4968 g se 0,0198 g BaSO,; 0,54 „ 

Im ganzen Pulver sind also 0,128 98 g Schwefel zugegen, was, auf Lebend- 
gewicht bezogen, 0,114 Proz. ausmacht. 

Es ist unzweckmäßig, so geringe Mengen, wie sie bei biogenen und mikro- 
biogenen Elementen im lebendigen Substrat vorkommen, auf Lebendgewicht 
zu beziehen, weil dadurch die Grenzen der analytisch zulässigen Fehler 
stark vergrößert werden. Wenn man mit kleinen Werten zu tun hat, wäre 
es viel sicherer, mehr an analytische Daten anzuknüpfen und die organo- 
genen Elemente auf aschefreie, organische Trockensubstanz, die Elemente 
mineralischer Herkunft auf mit Schwefelsäure abgerauchte Asche zu beziehen. 

Aus dem Pulver läßt sich die organische Substanz abtrennen, teilweise 
durch Ausziehen mit Aceton, Alkohol, Chloroform, Toluol und dergleichen 
Lösungsmitteln, teilweise durch Behandeln mit Wasser. In den wässerigen 
Auszug gehen etwa 75 Proz. des im Pulver enthaltenen Stickstoffs über. 

In Tabelle XVII geben wir die Zusammenstellung der Ergebnisse, 
welche wir bei Maus, Schlange und Meerschweinchen gesammelt haben. 
Die Zahlen sind auf Lebendgewicht bezogen. 


asz XVII. 








a asa Get Sei = à Sa - Ge — un ig 


De? 






































Trockensubstrat . . . . 25,96 | 22,06 17,30 26,39 
Wassergehalt ..... I Taoa | mi 58 | 77,94 | 82,70 | 7361 
Ölgehalt........ | 6,89 | 4.04 4 | 4 | 5,10 | 5,58 
Pulvergehalt ..... "19,07 20, 40 | 17 Ga 12, 20 ; 20,81 
Asche. ..... ° 359 | 38 . 384 | 252 291 
Kohlenstoff . ..... u 12,55 ' 10,77 | 970 į 963 | 1216 
Wasserstoff ,organogener | 1,95 ' 172 | 155 | 1,32 ës 1,91 
S hydrogener | 8,23 840 | 866 9.20 | 8.17 
Gasamtwasserstoff. . . | 10,18 | 10,12 || 1021 | 1052 | 10, 08 
Stickstoff ....... a ; 324 | 243 | | Zog 
Sauerstoff, organogener d 4,66 |! 544 | 4,46 — ds 204 
SS h ydrogoner . | 65,84 67,17 69,28 73,52 65.44 
Gesamtsauerstoff 7 „| 70,50 | 7261| 73,74 — | 9948 
Schwefel ....... HI | 08, om | — | om 


Auf Grund der oben angeführten Zusammenstellung lassen sich noch 
keine sicheren Anhaltspunkte gewinnen, um die einzelnen Tierarten chemisch 
unterscheiden zu können. Die Zahlen des Trockensubstrats bzw. Wasser- 
gehalts variieren unter dem Einfluß von physiologischen Bedingungen, 
Umgebungsfaktoren, Nahrungsbedingungen und dergleichen. Dasselbe 
trifft wahrscheinlich auch für die Öl- und Pulvergehalte zu. Was die organo- 
genen Elemente anbetrifft, so ist hier vielleicht eine bestimmte Abgrenzung 
von physiologisch möglichen Schwankungen im Bereich jeder Art oder 
Klasse nicht ausgeschlossen. Um aber normal-konstantes Niveau zu er- 
mitteln, sind zahlreiche Analysen nötig. 

Das von uns ausgearbeitete Verfahren erlaubt, die hydrogenen von 
den organogenen Elementen zu unterscheiden, nämlich in bezug auf Wasser- 
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stoff und Sauerstoff, und ermöglicht es, die ungefähre Zusammensetzung 
der Hauptbestandteile des Trockensubstrats (Pulver und Öl) festzustellen. 

In Tabelle XVIII wird eine Zusammenstellung der Ergebnisse gegeben, 
die wir über die Zusammensetzung des Trockensubstrats bei Maus, Schlange 
und Meerschweinchen erhalten haben. 








Tabelle X VIII. 
Gehalt Ä | Maus | Schlange | TEA 
E EE i ae 



































Trocken- [| Asehetreies Pulver i 5726 ' 67,44 | 58,00 | 50,00 | 64,91 
substrat ‚Ölgehalt . Be d 26,54 16, 51 | 20, 13 | 29,52 | 21,14 
100 Proz. \ Asche . . . . || 16,20 | 16,05 | 21,70 | 20,55 | 13,85 
|Ölgehalt. . . || 31,68 ' 19,04 | | 27,90 | 36,93 24,57 
Aschefrei a nn | 
berechnetes || Kohlenstoff . || 49,04 | 47,50 " 50,00 | 63,83 || 45,57 
Pulver  V Wasserstoff 1714 | 7.62 | 782 | 7m | Ce 
100 Proz. Stickstoff . fi DAS, ji 13,31 
| Sauerstoff . |) 43,22 | 44,88 Lu 24,54 | 28,47 U 33,96 
en ER _ 


| Kohlenstoff . | 68,43 ' 65,23 | 63,34 | 67,81 | 69,91 
81 100 Proz. || Wasserstoff . | 10,35 | 10,43 | 10,60 | 1120 11.20 


' Stickstoff . . 2121 24,23 | 26,06 | 21,00 | Zen 





| Sauerstoff . . 


Die begrenzte Anzahl der untersuchten Tiere gestattet es nicht, 
allgemein gültige Folgerungen daraus zu ziehen. Am meisten unter- 
scheiden sich die Aschengehalte; sie scheinen eine größere Konstanz 
zu besitzen. Auffallend groß ist die Ölfraktion bei den Tieren; auf 
aschefreies Trockensubstrat berechnet, macht sie in einzelnen Fällen 
bis 37 Proz. desselben aus. Der Ölgehalt ist aber großen Schwankungen 
unterworfen, welche mehr als 10 Proz. betragen können. 

Durch ihre Zusammensetzung sind Pulver- und Ölfraktionen 
überall stark verschieden. Die erste wird durch Stickstoffreichtum 
gekennzeichnet, die zweite durch Koblenstoffreichtum. Hoffentlich 
wird es gelingen, nach eingehender Fraktionierung der beiden Haupt- 
anteile des organischen Trockensubstrats zu mehr ausgeprägten Unter- 
schieden in der Zusammensetzung zu gelangen und damit die Kriterien 
zur chemischen Differenzierung der Tierarten zu erhalten. 

Bei der chemischen Untersuchung von Organismen müssen wir 
auf drei gesonderte Gebiete Rücksicht nehmen: 

l. Die Asche hinsichtlich ihrer Zusammensetzung. und in bezug 
auf ein etwaiges Vorkommen von seltenen mikro- und ultramikro- 
biogenen Elementen, wobei die Anwendung der Spektralanalyse un- 
vermeidlich erscheint. 

2. Das organische Trockensubstrat, das ein riesiges Gemenge der 
verschiedenartigsten Stoffe darstellt, unter denen Eiweißstoffe und 
deren Derivate die erste Stelle beanspruchen. 
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3. Fett bzw. Lipoide, welche sowohl aus Glyceriden und Wachs- 
arten, wie aus Phosphatiden und ‚„Gehirnstoffen‘‘ bestehen. 

Die Bedeutung des Wassers ist nebensächlich, selbstverständlich 
nur im chemischen, nicht im biologischen Sinne gesprochen. Die 
Ermittlung des Wassergehalts gibt uns die Anhaltspunkte, den orga- 
nogenen Wasserstoff und Sauerstoff zu präzisieren, welche vom hydro- 
genen bzw. mineralischen Wasserstoff und Sauerstoff noch zu unter- 
scheiden sind. 

Das gesamte Forschungsgebiet des lebendigen Substrats umfaßt 
- die wichtigsten Probleme der Geochemie, der Biochemie und der Zoologie. 
Die Kenntnis der Tieraschen, welche als Mineralien sui generis betrachtet 
werden können, die Kenntnis der organischen Substanz, welche in 
Bitumen und fossile Kohle verwandelt werden könnte, und die Kenntnis 
der Tieröle, welche zur Erdölentstehung in Beziehung gebracht werden 
können, dürfte gestatten, mehrere geologische Fragen zu beleuchten. 

Für die Biochemie wird in den Tierpulvern und in den Tierölen 
ein unerschöpfliches Material geliefert, welches für die Untersuchung 
besonders verlockend ist, weil es mit Lebensphänomenen unmittelbar 
verknüpft werden kann. 

Durch systematische, analytische und präparative Bearbeitung des 
fraktionierten lebendigen Trockensubstrats, ausgebreitet auf Tierarten, 
Gattungen, Klassen, könnten sich sichere chemische Merkmale ergeben, 
welche zur chemischen Auffassung der Evolution des lebendigen Sub- 
strats dienen würden. 

Endlich scheint es nicht ausgeschlossen, daß einzelne feinere 
Fraktionen des lebendigen Trockensubstrats einiger oder mehrerer Tiere 
auch für die immuno-chemische Forschung bzw. für Immunotherapie 
von Bedeutung sein könnten. 

In letzter Zeit haben wir die Schwierigkeit überwunden, Tiere 
von mehreren Kilogrammen Lebendgewicht nach der autolytischen 
Methode zu verarbeiten. Man kann nämlich die Autolyse in verlöteten 
Blechbüchsen ausführen. Wir sind damit beschäftigt, größere Tiere, 
wie Kaninchen, Katzen, Hunde, zu homogenisieren, und erhoffen dabei 
Material zu gewinnen, das uns gestatten kann, eine eingehende Frak- 
tionierung des lebendigen Substrats vorzunehmen und einzelne Frak- 
tionen genau zu untersuchen. 





Untersuchungen über Milch- und Magenlipase. 


Von 


Fritz Demuth. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universität 
Berlin und dem Kaiserin-Auguste-Victoria-Haus.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1924.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Die Bedeutung des Labprozesses für die Verdauung beim Säugling 
ist noch nicht völlig geklärt. Nachdem alle Versuche über diese Frage 
gezeigt hatten, daß die Eiweißverdauung durch die Labung eher 
gehemmt als gefördert wird, suchte man notgedrungen nach einem 
anderen Sinn für diesen Vorgang. Davidsohn (1) hat zuerst den richtigen 
Weg gewiesen. Er zeigte, daß die im Säuglingsmagen normalerweise 
erreichte Acidität nicht für das proteolytische, sondern für das lipo- 
lytische Ferment des Magens optimal ist, und daß also wahrscheinlich 
der Lipase die Hauptbedeutung für den Verdauungsvorgang im 
Säuglingsmagen zukommt. Auch Freudenberg (2) sieht den Zweck 
der Labgerinnung neben anderem darin, daß das im Caseingerinnsel 
eingeschlossene Fett im Magen zurückgehalten und dadurch der Magen- 
und eventuell der Milchlipasewirkung länger ausgestzt wird. 

In der vorliegenden Arbeit sollte zunächst untersucht werden, ob 
dem Casein eine Wirkung auf die Lipase zukommt [s. hierzu besonders 
die Arbeit von Willstätter und Memmen (3)] und ob diese durch die 
Labung ausgeschaltet wird oder sich gar hierbei gerade besonders 
günstige Verhältnisse für die Fettverdauung herausstellen. Nebenbei 
mußten aus methodischen Gründen auch die übrigen Milchbestandteile 
mit berücksichtigt werden. 

Als Maß der Lipasewirkung wurde die Spaltung von Tributyrin stalag- 
mometrisch nach der Methode von Rona und Michaelis (4) bestimmt. 
Es muß also für die Deutung aller unserer Untersuchungsergebnisse be- 
rücksichtigt werden, daß wir nur über die Wirkung von Magen- oder Milch- 
lipase auf Tributyrin etwas erfahren, was nicht weiter besonders hervor- 
gehoben werden wird. Über die weitere Deutbarkeit unserer Ergebnisse 
wird noch besonders zu sprechen sein. 


Das Tributyrin wurde nach den Angaben von Willstātter und 
Memmen (3) gereinigt. Nach 14 Ausschüttelungen von 20cem Tributyrin 
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mit je 200 ccm destillierten Wassers ergab sich im Waschwasser eine kon- 
stante Tropfenzahl von 149 bei einer Wasserzahl der Tropfpipette von 96. 
3 Tropfen des gereinigten Tributyrins auf 200 ccm Wasser ergaben ebenfalls 
149 Tropfen. Es wurden immer 2 Tropfen Tributyrin auf je 100 com Wasser 
1 Stunde geschüttelt, filtriert, erstes Filtrat und Rest verworfen und je 
50 cem zu jedem Versuch verwandt. Pufferzusatz erfolgte erst nachher, 
da er zuweilen zunächst zur Milch gegeben werden mußte. Mit Wasser 
wurde auf gleiche Gesamtmenge für jede Versuchsreihe (55 bis 58 cem) 
aufgefüllt. Als Puffer mußte wegen des Unterschiedes im Puffergehalt 
der Frauen- und der Kuhmilch ein starkes Gemisch genommen werden, 
und zwar in der Regel je nach dem gewünschten pe ` Leem n Natrium- 
acetat + 3,0 n/10 Essigsäure für ein Bereich von pg = etwa 5,15 und 
1,0 n Natriumacetat + 4,0 n/10 Essigsäure für py = etwa 5,05. De wurde 
immer elektrometrisch gemessen. Die Untersuchungen fanden bei Zimmer- 
temperatur statt, die durch Lüftung sehr leicht innerhalb von 1°C konstant 
gehalten werden konnte. 

Für die Milchlipaseuntersuchungen diente die Milch einer bestimmten 
Amme, die stets frisch abgespritzt wurde und bis zum Versuchsbeginn 
höchstens 2 Stunden alt war. Für Magenlipase wurden die Glycerinextrakte 
der Magenschleimhaut zweier Säuglinge (O. und G.) benutzt, die beide 
ziemlich akut gestorben und bald nach dem Tode seziert worden waren. 
1 cem Extrakt O. spaltete 50 ccm Tributyrinwasser bei pg 5,15 in 90 Minuten 
von 142 bis 127 Tropfen, 1 cem Extrakt G. bei Py 5,07 von 149 bis 134 Tropfen. 
Das benutzte Caseinpräparat ist von Dr. Edelstein nach seiner Methode (5) 
hergestellt und freundlichst überlassen worden. Der Fettgehalt der Milch 
wurde mit der Salmethode nach @erber bestimmt. 


Im Laufe von Untersuchungen, bei denen Vollmilch zu Tributyrin- 
wasser zugesetzt wurde, ergaben sich Schwierigkeiten, die dazu zwangen 
die Brauchbarkeit der Methode bei Anwesenheit von Fett eingehend 
zu prüfen. Es zeigte sich nämlich, daß bei Zusätzen fetthaltiger Milch 
zum Tributyrin die Anfangstropfenzahl um 10 bis 15 Tropfen herab- 
gesetzt war. Z. B. war die Anfangszahl bei 


Fett in Proz. 
Kuhmolke `, , e 150 150 — — 
Kuhmagermilch . . . ... OU 148 15l 149 142 
Kuhvollmilch `... 2,3 I: — = Së 
Kuhvollmilch . . . ie Se — 141 138 134 
Kuhvollmilch + Hahn si e . . 40 130 — — — 
Frauenmilchmolke . . . ...-— 146 146 — — — 
Frauenmagermilch . . . . . . 0,1 144 137 139 142 144 
Frauenvollmilch . . .. . 40 132 128 132 134 130 
Frauenvollmilch + Bahm .. .6,3 126 — — — — 
Frauenvollmilch + Rahm . . . 5,8 — — 128 — — 


Dieses ist nur eine Auswahl aus einer großen Reihe von Beob- 
achtungen. Die Herabsetzung der Anfangstropfenzahl verhindert 
nun schon die Ablesung von Tributyrinkonzentrationen aus einer 
Eichkurve. Eine neue Schwierigkeit entsteht aber noch daraus, daß 
bei verschiedenen Tributyrinkonzentrationen der Einfluß des Fettes 
ein ganz verschiedener ist. Stellt man sich eine Reihe von Tributyrin- 
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konzentrationen her, wie das für eine Eichkurve üblich ist, und gibt 
je 2ccm Milch dazu, so bekommt man Kurven, wie sie in Abb. 1) 


Inibutyrinkonzentration in % 
1 sd 90 60 70 60 50 Wi 30 20 10 0 





Abb, la. X Tribut. + 2 ccm Wasser P 
A - +2 „ Frauenmilch, 4,4 Proz. Fett. 
Y a. +2. . + Rahm 5,4 „— . 
Inbutyrinkonsentration in % 
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Abb. 1p. X Tribut. + 2ccm] Wasser 
© kA, Kuhmilch 2,5 Proz. Fett. 
A - +2. 5 SE T G 
y e + 2 e e + Rahm 5,5 m e 
Abb. la u.1b. Zusätze von je 2ccm Wasser oder Milch zu 
5%)ccm Tributyrinlösungen verschiedener Konzentrationen. 
(Eichkurve.) 
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dargestellt sind. Diese Kurven verlaufen viel horizontaler als die 
Tributyrineichkurve und schneiden sie etwa bei 20 bis 30 Proz. Tri- 
butyrin. Für verschiedene Fettkonzentrationen verlaufen sie ver- 
schieden. Man wäre also gezwungen, für jede Milch eine besondere 
Eichkurve aufzustellen. Aber auch dann wären die Resultate beim 
Ablesen von Tributyrinkonzentrationen wenig brauchbar, weil wegen 
des flachen Verlaufes der Kurven ein innerhalb der Fehlergrenze der 
Methode überhaupt liegender Unterschied von etwa zwei Tropfen bis 
zu 20 Proz. Fehler ausmachen würde. 

Es fällt auf, daß bisher in der Literatur diese Verhältnisse nicht 
berücksichtigt worden sind. Z. B. findet man in der Arbeit von David- 
sohn (6), der sowohl mit Molke, wie mit Vollmilch gearbeitet hat, keine 
direkte Bemerkung hierüber. Zwar sind seine Anfangstropfenzahlen 
bei Vollmilch niedriger als in den übrigen Versuchen, doch gibt er 
selbst dafür als Erklärung an, daß er mit Pipetten verschiedener Tropfen- 
zahl gearbeitet hat. 

Eine Erklärung für diese Beobachtung vermögen wir noch nicht 
zu geben. Es kann eine Verbindung mit dem Fette oder Fettbestand- 
teilen eintreten oder das Tributyrin zum größten Teil aus der Ober- 
fläche verdrängt werden. Ein Versuch, diese Frage zu klären, scheiterte 
an folgendem. Bemüht man sich, Milch oder eine Verdünnung von 
Leem Milch in 25ccm Wasser durch Schütteln mit Tributyrin zu 
sättigen (in der Annahme, daß wir bei Zusatz von Milch zu einer ge- 
sättigten wässerigen Tributyrinlösung keine gesättigte Lösung mehr 
vor uns haben), so tritt schon bei einem Tropfen Tributyrin in kurzer 
Zeit Butterung ein, und zwar in der Hälfte bis zu einem Drittel der 
Zeit, in der die Butterung bei der Milch oder der Milchverdünnung 
sonst unter den gleichen Schüttelbedingungen erfolgen würde. Auch ist 
die Butterung bei Anwesenheit von Tributyrin viel intensiver als sonst. 

Auch die Eiweißkörper verändern die Oberflächenspannung. Es 
war deshalb notwendig, auch für Magermilch und Molke Eichkurven 
aufzustellen, indem zu bestimmten Verdünnungen der gesättigten 
Tributyrinlösung je 2ccm zugesetzt wurden. Die Kurven (Abb. 2), 
die sich für Molke ergeben, weichen nicht wesentlich von der Tributyrin- 
kurve ab. Bei den Magermilchen macht sich die Erniedrigung der 
Oberflächenspannung durch Casein entsprechend dem Unterschied im 
Prozentgehalt bei Kuhmilch stärker geltend als bei Frauenmilch. Die 
Kuhmagermilchkurve entspricht fast genau der Eichkurve einer 4proz. 
Kuhcaseinlösung. Daß die Erhöhung der Tropfenzahl bei den niedrigen 
Konzentrationen in den Vollmilchkurven tatsächlich auf der An- 
wesenheit des Fettes und nicht des Eiweißes beruht, geht aus den 
Untersuchungen hervor, die mit Molken SES wurden, zu denen 
Rahm zugesetzt worden war. 

20 * 
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Trıbutyrinkonzentration in % 
%0 30 0 m e 50 ww A 2 © 9 




















Tribu cm Wasser. 


x t. + 2c 

O „ +2 „ Kuhmagermilch. 

O » +2 „ Kuhmolke. 

B K „ + Rabm, 1,5 Proz. Fett. 
Q +2 


e „ 4 proz. Caseinlösung. 
Abb.2a u.2b. Zusätze von je 2ccm Wasser oder Milch zu 
50 ccm Tributyrinlösungen verschiedener Konzentrationen. 


(Eichkurve.) 
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Wesentlich ist nun, daß diese Kurven so steil verlaufen, daß man 
aus ihnen ohne große Fehler Tributyrinkonzentrationen ablesen kann, 
womit überhaupt erst Vergleiche unter den verschiedenen Milch- 
bestandteilen möglich werden. 

Die Anwesenheit des Caseins bedingt noch einen Fehler. In den 
ersten 30 bis 60 Minuten nach Verdünnung einer Caseinlösung, also 
auch von Milch, tritt eine langsam zunehmende Erniedrigung der 
Oberflächenspannung ein. Bei Milch beträgt die hieraus resultierende 
Erhöhung der Tropfenzahl nie mehr als drei Tropfen. Der Fehler, 
der sich in vielen Versuchen bemerkbar gemacht hat, spielt aber bei 
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P ZE 
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E 
G 750 60% 
Sus 50 
È 
5 
115 S 40 
s N 
2 È 
B NR 
N 770 30 
S Abb. 4. Hemmung von Magenlipase durch 
È Tributyrinlösungen. 
O 2 ccm 4 proz. Caseinlösung. 
Abb. 3. Verhalten der Oberflächenspannung ei, 4., S 
frischer Caseinlösungen bei Verdünnung mit g2 8 E 
Wasser oder Tributyrinlösungen. K S = 
ê 4ccm 4 proz. Caseinlösung + 50 Tributyrin. Bt. 4, e 
SA, 4. » + 50 Wasser. + Wasser (Kontrolle). 


einer einigermaßen schnellen Fermentwirkung keine Rolle. Etwas 
größer kann er bei ganz frischen, reinen Caseinlösungen in mehr 
neutralem Aciditätsbereich werden. Gibt man je 4ccm einer 4proz. 
Caseinlösung in n/10 Natriumacetat zu 50 ccm Tributyrinlösung bzw. 
Wasser, so steigt in der ersten Stunde die Tropfenzahl, wie in Abb. 3 
ersichtlich ist. Eine so starke Wirkung macht sich aber nur bei ganz 
frischen Lösungen und weniger bei einem py von etwa 5 bemerkbar. 


I. Zunächst wurde der Einfluß des Caseins auf die Tributyrin- 
spaltung durch Magenlipase an Caseinlösungen untersucht. 4 bzw. 2 ccm 
einer 8- und einer 4proz. Lösung von Kuhcasein in n/10 Natriumacetat 
wurden zu 2 bzw. Leem n/100 Essigsäure, 2ccm Glycerinextrakt 0. 
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und 50 ccm Tributyrinlösung gegeben. Die erhaltenen Tropfenzahlen 
wurden unter Benutzung der Eichkurve für Caseinlösungen in Tri- 
butyrinkonzentrationen umgerechnet. Die graphische Darstellung 
dieser Ergebnisse in Abb. 4 zeigt, daß Casein entsprechend seiner Kon- 
zentration die Tributiyrinspaltung hemmt. Da die Beeinflussung der 
Oberflächenspannung durch das Casein bei unserer Betrachtungsweise 
bereits eingeschlossen ist, kann es sich hier nur um eine Wirkung auf 
das Ferment selbst handeln (und zwar wird am wahrscheinlichsten 
ein Adsorptionsvorgang vorliegen). 

II. Zur Bestätigung dieses Befundes wurde das Casein in seinem 
eigentlichen Milieu untersucht, d. h. der Einfluß von je 2 ccm Molke, 
Magermilch und Vollmilch auf die Tributyrinspaltung durch Magen- 
lipase festgestellt. Obgleich sich bei den Versuchen mit Vollmilch. 


Tribut. Minuten 
0 30 60 





Abb. 5. Einfluß von Kuhmolke und »magermilch 


auf Magenlipase. smagermilch auf Magenlipase. 
O 1. Kuhmolke. D 1. Frauenmolke. 
© 2. Kuhmagermilch. () 2. Frauenmagermilch. 
+ 3. Wasser (Kontrolle). + 3. Wasser (Kontrolle). 


besonders nach Fettanreicherung, eine Hemmung zu ergeben scheint, 
wollen wir wegen der großen Fehlerquellen gänzlich auf diese Befunde 
verzichten. Die Resultate bei Molke und Magermilch sind in den 
folgenden Abbildungen derart dargestellt, daß aus den betreffenden 
Eichkurven die Tributyrinkonzentrationen abgelesen und auf der 
Ordinate abgetragen sind, während auf der Abszisse die Versuchsdauer 
verzeichnet ist. 

Während der Zusatz von Kuhmolke nicht nur nicht hemmend 
auf die Spaltung wirkt, sondern vielleicht sogar eine geringe Förderung 
stattfindet, hemmt der Zusatz von Kuhmagermilch gegenüber der 
Kontrolle deutlich (Abb. 5). Auch bei Frauenmilch, die zur Zerstörung 
der Lipase 3 Stunden bei 52°C im Thermostaten gestanden hat, ist 
die Hemmung durch Magermilch wenigstens gegenüber der Molke 
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deutlich ausgesprochen (Abb. 6). Das heißt also: da sich die Magermilch 
von der Molke nur durch die Anwesenheit von Casein unterscheidet: 
Auch im Milieu der Milch hemmt das Casein die Lipasewirkung. 

Die Erwärmung der Frauenmilch zur Vernichtung der Lipase 
mußte vorgenommen werden, weil, wie Abb. 7 zeigt, selbst bei einem 
Pu von 4,74 noch eine sehr erhebliche Tribuiyrinspaliung durch 2 ccm 
Frauenmilch auf 50 Tributyrinlösung stattfindet. 

III. Für die Untersuchungen der Frauen ` pb Minuten 
milchlipase wurde die Molke in folgender Weise gek Zi 
gewonnen. 17,0com Frauenmilch wurden zu 
einem Gemisch von 0,6ccm n Natriumacetat 





Abb.7. (HX und Milchlipase. Abb.8. Milchlipase in Molke 
S S 1, d nil NasAcetat + car Se ee .PH = S og und Magermilch. 
L A l, n;l = D e e PH = 
è 3.l0nl . 4 15n10 „ , 40.pH= 5,30. O 1. Frauenmolke. 
x 4.10n/l N + 0,75 n;10 = x . 40.pı = 5.54. C) 2. Frauenmagermilch. 


und 2,6cem n Essigsäure gegeben und 50 Minuten bei 40°C im 
Thermostaten gehalten. Das Filtrat war wasserklar. 2,38 ccm dieses 
Filtrats entsprechen der Molke aus 2 cem Milch. 


Nach Abb. 8 scheint kein Unterschied zwischen Frauenmagermilch 
und -molke zu bestehen. Aus Abb. 9 erfahren wir aber etwas anderes, 
und ähnliche Befunde konnten bei allen möglichen Variationen der 
Versuchsanordnung immer wieder festgestellt werden. In Abb.9, die 
im übrigen Versuche wiedergibt, in denen die Wirkung von Magen- 
und Milchlipase gleichzeitig untersucht wurde, indem frische Frauenmilch 
zu Gilycerinextrakt G. gegeben wurde, ist eine Molke (1) angeführt, 
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die aus Magermilch gewonnen wurde, und eine Molke (2), die von 
Vollmilch stammt. Die Molke aus Magermilch spaltet sichtlich besser. 
Da es sich in beiden Fällen um wasserklare Molken handelte, also ein 
Einfluß von geringen Mengen von Fett nicht in Frage kam, muß die 
Magermilch von vornherein mehr Lipase enthalten als die Frauenmilch. 
Auch aus Vergleichen von Vollmilch und Magermilch geht — unter 
Berücksichtigung selbst von großen Fehlern — das gleiche hervor. 
Die Magermilch wurde durch scharfes Zentrifugieren gewonnen, wobei 

sich eine feste Butterscheibe bildete. 
20 Wir nehmen nun an, daß bei dem Zu- 
sammenpressen der Fettkügelchen zu 
der festen Scheibe und der damit ein- 
hergehenden Verkleinerung der Ober- 
fläche ein Teil der an die Fettkügelchen 
adsorbierten Lipase frei wird (,„Adsorp- 
tionsrückgang‘‘), so daß dann in der 
Magermilch tatsächlich relativ mehr 
Lipase zur Verfügung steht als in der 
Vollmilch. 

Daß sich bei Frauenmilch über- 
haupt nur geringe Unterschiede zwischen 
Molke und Magermilch finden würden, 
war bei dem niedrigen Gehalt an Casein 
von vornherein anzunehmen. Zr 

Eine gegenseitige Förderung der 
Magen- und der Milchlipase ist bei der 
gegebenen Versuchsanordnung nicht 


Tribut Minuten 
ribuf. 30 H 





wen sichergestellt. 
Abb.9. Gleichzeitige Wirkung von Milch- 1 
und Magenlipase und Einfluß von Molke IV. Welchen Einfluß hat nun der 
und Magermilch. s s s 
A 1. Magenextrakt + Frauenmolke Labprozeß auf die Lipasewirkung. Durch 
aus Magermilch. Beseitigung des hemmenden Caseins war 
D 2. Magenextrakt + Frauenmolke S 
aus Vollmilch. eine Förderung zu erwarten, aber da 


A m be oar Ge auch das Fett mit betroffen wird, indem 
es in dem Käsegerinnsel eingeschlossen 
wird, war ein eventueller Lipaseverlust durch Adsorption möglich. 
Die Versuche wurden auf zwei Weisen derart vorgenommen, daß einmal 
der Eintritt der Labung nach Zusatz des Ferments, aber vor Zusatz des 
Tributyrins eintrat, daß er zweitens während der schon in Gang be- 
findlichen Tributyrinspaltung erfolgte. 
2ccm Milch wurden mit 1 cem Glycerinextrakt, 1 cem n Natrium- 
acetat und 4 cem n/10 Essigsäure versetzt und bis zur Labung (höchstens 
40 Minuten) bei 40°C stehengelassen, dann filtriert und zu 50 cem 
Tributyrinlösung gegeben (Abb. 10). Der Extrakt wirkte dabei gleich- 
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zeitig als Labferment. Wir haben also immer Molken zu dem Tri- 
butyrin zugesetzt, aber einmal aus Magermilch und zweitens aus Voll- 
milch. Molke hemmt aber die Lipolyse nicht, sondern fördert sie eher. 
Wir finden aber sowohl bei Kuh- wie bei (erwärmter) Frauenmilch, 
daß bei Molke aus Magermilch die Spaltung etwa gleich der Kontrolle 
ohne Labung verläuft, während sie bei Vollmilch wesentlich geringer 
ist. (Dabei haben wir, um sicher zu gehen, daß wir nicht eine Fett- 
wirkung noch vor uns haben, die eingetragenen Werte aus den Eich- 
kurven für Vollmilch abgelesen. Tropfen Minuten 

Die wirkliche Spaltung betrug E EE. 

höchstens drei Tropfen.) Da bei 
Molke keine Hemmung vor- 
kommt, muß hier also weniger 
Lipase vorhanden sein, d. h. setzt 


Tribut. Minuten 
o? 30 60 





Abb. 10. Labung nach Zusatz des Fer- Abb. Il. Wirkung der Labung während der Tributyrin- 


mentes. Unterschied im Rest-Ferment- spaltung durch Milch» und durch Magenlipase. 
gehalt der Filtrate von Mager: und von O 1. Wasser (Kontrolle). 
Vollmilch. 6 2. Kuhmagermilch. 

© 1. Molke aus Kuhmagermilch. © 3. Kuhvollmilch. 

© 2 . » Kuhvollmilch. X 4. Frauenmagermilch. 

33, e Frauenmagermilch. x 5.Frauenvollmilch. 

AA - » Frauenvollmilch. A 6. Kuhmagermilch (andere Vers.-Reihe). 

+ 5. Wasser (Kontrolle). 4 Eintritt der Lebung. 


man das Ferment zur Milch und labt dann aus, so geht bei der Labung der 
Vollmilch der größte Teil der Lipase in das Caseingerinnsel über. Filtriert 
man nun, so bleibt die Lipase im Gerinnsel auf dem Filter zurück und geht 
damit verloren. Bei Magermilch können wir diesen Vorgang nicht, 
oder wenigstens nicht sicher nachweisen. Wir nehmen daher an, 
daß die Lipase mit dem Fette, an das sie adsorbiert ist, in das Käse- 
gerinnsel gerissen wird. Versuche, die Lipase aus dem Caseingerinnsel 
durch Ausziehen mit Glycerin wiederzugewinnen, sind vorläufig nicht 
gelungen. 
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Die Resultate der zweiten Art, den Einfluß der Labung direkt 
zu untersuchen, haben wir in Abb. 11 so dargestellt, daß auf der Ordinate 
einfach die Tropfenzahlen eingetragen sind. Mit Hilfe von höherer 
Acidität (Puffer: 1,0ccm n Natriumacetat + 0,6ccm n Essigsäure, 


Q Wi S 
us 
| a 
` B anni L 


U Magensaft nach Kuhmagermilch. O Magensaft nach Kuhmolke. 
1 = pH der Versuchslösung 


Magensäfte nach Verfütterung von Vollmilch, Magermilch und Molke. 


pH des Magensaftes. 
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Abb. 12. Tributyrinspaltung durch 
© Magensaft nach Kubvollmilch 
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Pg = 4,8 bis 4,9) wurde, während die Tributyrinspaltung schon im 
Gange war, bei Zimmertemperatur (16°C) die Milch ausgeflockt, die 
gesamte Flüssigkeit dann schnell filtriert und das Filtrat weiter stalagmo- 
metrisch untersucht. Die Versuche mit Frauenmilch beziehen sich auf 
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frische Milch. Es gelang nämlich nicht, die 3 Stunden lang auf 52°C 
erwärmte Frauenmilch zur Flockung zu bringen. Sowohl be Frauen- 
magermilch wie bei -vollmilch findet durch die Labung (deren Eintritt 
in den Kurven durch einen Pfeil markiert ist) keine Hemmung statt. 
sondern die Kurven verlaufen nach Eintritt der Labung offensichtlich 
noch steiler. Die entstandene Molke war nicht wasserklar. Wegen der 
geringen und sehr feinflockigen Gerinnung des Frauenmilchcasein: 
wird weniger Lipase der Lösung entzogen, und dieser Verlust wird 
durch die Aufhebung der hemmenden Wirkung des Caseins über- 
kompensiert. 

Bei Kuhmilch tritt aber nach erfolgter Labung eine totale Hemmung 
ein. Auch bei Magermilch ist die Hemmung vollständig. Offenbar 
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Abb. 13. Zusatz von je 1 com Magensaft nach Vollmilch zu Tributyrin- 
lösungen verschiedener Konzentrationen (Eichkurve). 
Tribut. +. 
© Magensäfte 8—10 nach Vollmilch. 
x Wasser (Kontrolle). 


genügen die geringen Fettmengen (0,2 Proz.) doch zur völligen Ad- 
sorption der Lipase, die in diesen Versuchen ja auch in geringerer Menge 
vorhanden ist als bei der frischen Frauenmilch. 

Versuchen wir nun, die Bedeutung der gefundenen Ergebnisse 
für unsere Vorstellungen vom Verdauungsablauf im Säuglingsmagen 
festzustellen, so müssen wir zu der bekannten und wieder bestätigten 
Leistung des Labprozesses, nämlich das Fett für eine längere Einwirkung 
der Lipase im Magen zurückzuhalten, noch eine zweite hinzufügen: 
Durch Überführung des Caseins in die nicht dispergierte Form wird die 
hemmende Wirkung beseitigt, die es in Lösung auf die Lipase ausübt. 
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V. Aus unseren Untersuchungen ergeben sich nun auch Folgerungen 
für eine Bestimmung der Lipase im Magensaft. Es kann nicht gleich- 
gültig sein, ob man Vollmilch oder Molke verfüttert. Tatsächlich finden 
wir unsere Ergebnisse im Magensaft bestätigt (Abb. 12). Zehn gesunden 
Säuglingen wurde je eine Mahlzeit Molke, Magermilch und Vollmilch 
gegeben und nach einer Stunde ausgehebert. Während zwischen Molke 
und Magermilch in der Regel kein Unterschied zu finden ist, zeigt 
sich bei Vollmilch in acht von zehn Fällen eine deutliche Verminderung 
der Spaltung. Wir haben in jedem Falle auch bei Verfütterung von 
Vollmilch in dem Filtrat des Magensaftes eine Molke vor uns, und 
die Eichkurve dieser Magensäfte (Abb. 13) fällt praktisch mit der 
Tributyrineichkurve zusammen. Teleologisch gedacht, muß man bei 
Verfütterung von Vollmilch eine stärkere Lipasesekretion annehmen; 
denn auf stärkere Beanspruchung dürfte der Magen auch mit ver- 
stärkter Sekretion antworten, wie das ja für die HCl-Sekretion bekannt 
ist. Wenn nun trotzdem im Magensaft nach Vollmilch die Spaltung 
erheblich geringer ist als nach Magermilch und Molke, so müssen wir 
auch hier annehmen, daß bei Anwesenheit von Casein und Felt durch 
die Labung ein großer Teil der Magenlipase in dem Caseingerinnsel 
eingeschlossen wird. 

Außerdem ergibt sich für eine Magenfunktionsprüfung auf Lipase, 
daß man keine Vollmilch verfüttern darf. Da Tee oder Schleim durch 
ihre geringe Reizwirkung keine geeignete Probenahrung darstellen, 
empfehlen wir als immer noch am meisten physiologische Nahrung 
Molke. Je nach Herstellungsart fallen aber verschiedene Molken ver- 
schieden aus. Daher dürfte es sich empfehlen, ein Dauerpräparat zu 
benutzen. Wir haben in den Fällen 8 bis 10 eine nach dem Krause- 
verfahren hergestellte Trockenmolke verwendet. 


Zusammenfassung. 


Die stalagmometrische Messung der Tributyrinspaltung durch 
Lipase nach Rona und Michaelis ist bei Anwesenheit von viel Fett 
und Eiweiß nur bedingt brauchbar. Bei Fett wird das Tributyrin aus 
der Oberfläche verdrängt oder gebunden. Aus Eichkurven kann nur 
mit großen Fehlerquellen abgelesen werden. Bei Casein müssen be- 
sondere Eichkurven aufgestellt werden, aus denen gut abgelesen 
werden kann. 

Casein hemmt die Tributyrinspaltung durch Magenlipase und 
wahrscheinlich auch durch Milchlipase. 

Durch die Labung wird diese Hemmung beseitigt und die Lipase 
mit dem Fette in das Küäsegerinnsel eingeschlossen, hierdurch das 
Fett einer lipolytischen Spaltung im Magen länger ausgesetzt. 
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Milchlipase hat auch noch im optimalen Aciditätsbereich der 
Magenlipase eine starke spaltende Wirkung. 

In Frauenmagermilch, die durch scharfes Zentrifugieren gewonnen 
ist, findet sich durch Adsorptionsrückgang bedingt relativ mehr freie 
Lipase. 

Für Magenfunktionsprüfungen auf Lipase wird Verfütterung von 
Trockenmolke empfohlen. 
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Arbeit von @ottstein (ebenda, S. 97), kann hier nicht mehr eingegangen 
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Asparagin und Harnstoff. 
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Mit 1 Abbildung im Text. 


Noch vor kurzer Zeit behaupteten die hervorragenden Vertreter 
der Pflanzenphysiologie, daß der Eiweißzerfall in den Pflanzen sich nach 
anderen Gesetzen vollzieht als in den Verdauungsorganen der Tiere 
unter dem Einfluß der Enzyme oder bei der Hydrolyse in vitro!). 

Die wichtigste Tatsache, welche solche Ansicht rechtfertigen sollte, 
war das massenhafte Auftreten des Asparagins bei der Keimung von 
eiweißreichen Samen, welches so weit geht, daß auf dieses Amid bis 
zwei Drittel, sogar drei Viertel der Gesamtmenge von nicht eiweiß- 
artigen Stickstoffsubstanzen fallen können. Nach der früher in bota- 
nischen Kreisen allgemein angenommenen Ansicht von Pfeffer hielt 
man das Asparagin für ein primäres Produkt des Eiweißzerfalls, welches 
wegen seiner Löslichkeit und Diffusionsfähigkeit eine gute Wanderungs- 
form für stickstoffhaltige Stoffe darstellt; in den wachsenden Teilen 
soll das Asparagin nach dieser Ansicht mit gleichzeitig zufließender 
Glucose zur Eiweißregeneration dienen. 

Von solchem Standpunkte schien es richtig, die Asparaginbildung 
im Pflanzenreiche denjenigen Prozessen im Tierorganismus gegenüber- 
zustellen, welche sich bei der Verdauung abspielen; man hat aber 
außer Acht gelassen, daßman dabei einerseits den Stoffumsatz im ganzen 
Organismus (Keimling mit Kotyledonen zusammengenommen) und 
andererseits den Prozeß, welcher nur in einem Organ des Tierkörpers 
vor sich geht, vergleichen will. 

Als man aber dazu überging, nicht nur die ganze Pflanze zu ana- 
lysieren, sondern auch die Prozesse in den wachsenden Teilen von den 
Stoffumwandlungen, welche sich in Reservebehältern abspielen, zu 


1) Vgl. z. B. das bekannte Handbuch der Pflanzenphysiologie von Pfeffer, 
2. Aufl., 1, 464, 1897. 
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unterscheiden, da erwies es sich nach und nach, daß nur der Eiweiß- 
zerfall in Kotyledonen mit dem Verdauungsprozeß zu vergleichen ist; 
was aber in den Achsenorganen geschieht, dafür muß man die Analogie 
in anderen Teilen des Tierkörpers suchen. 


Eine feste Grundlage für erneute Stellung dieser Frage wurde be- 
sonders durch die Arbeiten des agrikulturchemischen Laboratoriums 
in Zürich geschaffen ; dem hervorragenden Forscher Prof. Ernst Schulze, 
welcher dieses Laboratorium in der Periode 1872 bis 1912 leitete, ver- 
danken wir eine Reihe von Untersuchungen über Stickstoffumsatz in 
den Pflanzen, bei welchen nicht nur schon bekannte Stoffe aus den 
Pflanzen ausgeschieden wurden, sondern auch neue Produkte des 
Eiweißumsatzes entdeckt wurden [es sei als Beispiel nur die Entdeckung 
von Arginin und dessen Synthese durch Schulze und Winterstein ge- 
nannt!)]. Was die Asparaginfrage näher betrifft, so wollen wir hier 
zuerst den Leser nur auf zwei von Schulze konstatierte Tatsachen 
aufmerksam machen. In jungen Keimungsstadien, wenn noch die 
Achsenorgane wenig entwickelt sind und die Kotyledonen nach der 
Masse sehr überwiegen, findet man in den Pflanzen meistens Leucin, 
Tyrosin und andere Aminosäuren, welche auch sonst bei Eiweiß- 
hydrolyse reichlich hervortraten; aber in späteren Stadien, wenn der 
Keimling auf Kosten der Kotyledonen sich stärker entwickelt, treten 
die Aminosäuren zurück im Vergleich zum Asparagin, welches ent- 
schieden überhand nimmt. Dann erwies es sich, wenn man sogar den 
hohen Wassergehalt der Keimlinge berücksichtigt und die Konzentra- 
tion der Asparaginlösung in den wachsenden Teilen und in den Kotyle- 
donen vergleicht, daß man eine viel größere Konzentration in den 
Keimlingen als in den Kotyledonen findet. Schon diese Tatsachen 
stimmten nicht gut mit der Ansicht von Pfeffer überein, laut welcher 
sich Asparagin in den Kotyledonen bildet und von den wachsenden 
Teilen zur Eiweißregeneration verbraucht werden soll; aber E. Schulze, 
als sehr vorsichtiger Forscher, eilte damals noch nicht, die herrschende 
Ansicht ganz aufzugeben. 

Da diese Untersuchungen von Schulze meistens auf Keimung der 
Lupinen bezogen waren und man sagen konnte, daß diese kohlenhydrat- 
armen Samen sich nicht typisch verhalten, so hat der Verfasser, dessen 
erste Arbeit auf diesem Gebiete (1894) auch aus dem Laboratorium 
von Schulze hervorging, als Objekt für seine Untersuchung damals 
eine kohlenhydratreichere Leguminose gewählt, nämlich Vicia sativa, 
deren Samen, zum Unterschied von Lupine, Stärke enthalten. Aber 
auch bei diesem Objekt stieß der Verfasser auf entschiedene Wider- 


1) Siehe die Zusammenstellung der Arbeiten von Æ. Schulze bei Winter- 
stein, Zur Erinnerung an Ernst Schulze, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 1914. 
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sprüche der herrschenden Ansicht über Asparagin; er sah sich ge- 
zwungen, diese ganz aufzugeben, und hat aus der Vergessenheit eine 
alte Idee wiederaufgenommen, welche auch einem Agrikulturchemiker, 
nämlich Boussingault, zukommt, der noch 1841 die Analogie zwischen 
Asparagin und Harnstoff nach Art ihrer Bildung hervorgehoben hat. 
Später aber wurde diese Ansicht unter dem Einfluß der herrschenden 
Lehre von Pfeffer ganz außer acht gelassen. 


Aus der Arbeit des Verfassers über Vicia sativa von 1894 seien 
hier nur wenige Zeilen angeführt. Nachdem betont wurde, daß keine 
einzige Tatsache existiert, welche den Verbrauch des Asparagins zur 
Eiweißbildung in der etiolierten Pflanze beweise, und daß die anderen 
Tatsachen es nicht gestatten, das Asparagin als Wanderungsform der 
stickstoffhaltigen Reservestoffe zu betrachten, kommt der Verfasser 
zu der Schlußfolgerung, daß das Asparagin ein Nebenprodukt des Stoff- 
wechsels ist, welches durch Oxydation beim Umsatz der Eiweißstoffe 
im Lebensprozeß entsteht und als solches ‚in den wachsenden Teilen 
der etiolierten Pflanze sich ansammeln muß, aber bei der grünen Pflanze 
ähnlich zur Eiweißbildung dienen kann wie andere stickstoffhaltige 
Verbindungen“ (inklusive Ammoniak und Salpetersäure). Dann kommt 
folgender Absatz: ‚Unwillkürlich wird man an die Ansicht Boussingaults 
erinnert, nach welcher das Asparagin in der etiolierten Keimpflanze 
ein ebensolches Produkt der Eiweißoxydation ist wie der Harnstoff ` 
im Tierorganismus; wie das Asparagin, so kann auch der Harnstoff 
nicht zu Eiweiß regeneriert werden. Wenn aber unter dem Einfluß 
von Licht in der Pflanze die synthetischen Prozesse überhand nehmen, 
so hört dann die Analogie mit dem Tierorganismus auf, das Asparagin 
wird wieder in der Pflanze verbraucht ir". 


Diese Äußerung des Verfassers hat damals’ bei Pfeffer sehr un- 
günstige Beurteilung gefunden, und sogar im bekannten Handbuch 
der Pflanzenphysiologie findet man z. B. folgende Ausdrücke: ‚Es 
ist unter allen Umständen irrig, unter Verkennung des Gesamtzusammen- 
hanges wie der Bedeutung der Stoffmetamorphosen für Transport- 
zwecke das Asparagin nur als Exkret anzusprechen, wie es im Anschluß 
an Boussingault neuerdings von Prjanischnikow geschah‘ 2). Aber bei 
unmittelbarer Fortsetzung seiner Versuche (im Jahre 1897) konnte 
der Verfasser den endgültigen Beweis bringen, daß das Asparagin 
ebenso wie der Harnstoff nicht primär aus den Eiweißstoffen, sondern 
sekundär aus anderen Umsatzprodukten entsteht, wobei man die Be- 
teiligung von Ammoniak in der Asparaginsynthese annehmen mußte?). 


1) Landwirtschaftliche Versuchsstation 45, 265, 1894. 

2) Pfeffer, Pflanzenphysiologie 1, 462, 1897. 

3) Ber. bot. Ges. 17, 151, 1899; Vers.-Stat. 1899, S. 347. 
Biochemische Zeitschrift Band 150. 97 
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Es gelang nämlich, bei systematischer Untersuchung der Keimungs- 
prozesse durch tägliche Analyse der Keimlinge von drei verschiedenen 
Pflanzen in verschiedenen Stadien die Tatsache festzustellen, daß der 
Eiweißzerfall und die Asparaginbildung zwei verschiedene Prozesse 
sind und daß in der zweiten Hälfte der Keimungsperiode mehr Asparagin 
gebildet wird, als auf Kosten der in gleichen Zeiträumen zerfallenen Erweiß- 
stoffe entstehen könnte, selbst wenn man voraussetzt, daß der ganze 
Eiweißstickstoff in Asparaginstickstoff übergeht; als Material für 
Asparaginbildung konnten in diesem Falle nur Aminosäuren dienen. 

Aus den quantitativen Verhältnissen mußte man schließen, daß 
es Monoaminosäuren sind, die in diesem Falle die Hauptrolle spielen; 
da aber Asparagin zwei Gruppen NH, enthält, so hat daraus der Ver- 
fasser den Schluß gezogen, daß bei der Oxydation der Aminosäuren 
Ammoniak entstehen muß, und daß weiter aus asparagınsaurem 
Ammoniak durch Dehydratation ebenso Asparagin entsteht, wie im 
tierischen Organismus aus carbaminsaurem Ammoniak Harnstoff entsteht. 

Im Jahre 1898 hat auch E. Schulze endgültig die Ansicht an- 
genommen, daß die Bildung von Asparagin ein sekundärer Prozeß ist. 

Aber die Ammoniakbildung in der Pflanze wurde damals vom 
Verfasser (ebenso von E. Schulze und 0. Loew) nur logisch als unent- 
behrlicher Prozeß anerkannt, der experimentelle Beweis dafür wurde 
- erst später von Butkewitsch gegeben!). 

Von der Idee Claude Bernards ausgehend, daß die anästhesierenden 
Mittel die synthetischen Prozesse hemmen, hat Butkewitsch die Lupinen- 
keimlinge der Wirkung von Toluoldämpfen unterworfen; im Resultat 
wurde die Asparaginsynthese zum Stillstand gebracht und Ammoniak 
trat als solcher hervor; da man diese ‚„Ammoniakvergiftung‘‘ (ebenso 
wie sonst Asparaginbildung) nur bei Sauerstoffzutritt beobachtet, so 
muß die Bildung von Ammoniak im Zusammenhang mit den Oxydations- 
prozessen stehen. 

In normalem Zustande entgiften also wirklich die Pflanzen das 
Ammoniak unter Asparaginbildung ebenso wie Tiere unter Harnstoff- 
bildung; in einem Falle bildet sich das Amid der Aminobernsteinsäure, 
im anderen der Aminoameisensäure. 

Nachden die Beteiligung des Ammoniaks bei der Asparagin- 
synthese bewiesen worden war, studierte der Verfasser in einer Reihe 
von späteren Versuchen (seit 1909) die Frage, wie sich die Pflanzen 
gegen das von außen zugeführte Ammoniak verhalten würden?), 
welche zur Kenntnis des noch tieferen Parallelismus zwischen Pflanzen- 
und Tierorganismus in dieser Hinsicht führt. 


1) Annalen der landwirtschaftlichen Akademie in Moskau 1904. 
2) Ber. d. deutsch. bot. Ges. 1901. 
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Dabei erwies es sich, daß die etiolierten Keimlinge von solchen 
Pflanzen, deren Samen sehr reich an Kohlenhydraten sind, wie z. B. 
die Ceren len, die Asparaginsynthese ganz glatt durchführen, wenn 
ihnen beliebiges Ammoniaksalz in schwacher Lösung (0,50 bis 0,75 g 
pro Liter) zu Gebote steht; sogar die Lösung von solchem Salze wie 
NH,Cl oder (NH,),SO, genügt in diesen Fällen, ohne daß der Neutra- 
lisation der physiologischen Acidität oder dem Balancieren der Lösung 
Sorge getragen würde. Das Ammoniak als solches wird dabei in den 
Keimlingen in größeren Quantitäten nicht angehäuft, fast ganze, von 
der Lösung aufgenommene Stickstoffmengen findet man im Asparagin 
abgelagert; das folgt aus der Tatsache, daß eine Hälfte des aufge- 
nommenen Stickstoffs bei der Säurehydrolyse sich wie Amidstickstoff 
verhält, die andere Hälfte wird aber nicht abgespalten, man hat es also 
mit einem Körper von der Formel R(NH,)CONH, zu tun, welcher 
sich auf Kosten von Ammoniak und einem stickstofffreien Körper 
(Bernsteinsäure) bildet. Dasselbe Verhalten haben manche Ölpflanzen 
gezeigt, wie z. B. der Kürbis, in dessen Keimlingen Asparagin durch 
sein Homologes, nämlich Glutamin, ersetzt ist. 

Andere Erscheinungen haben wir bei Leguminosen beobachtet, 
deren Samen zwei- bis dreimal so viel Eiweiß enthalten wie die Cerealien ; 
aber hier muß man wieder zwei Gruppen unterscheiden, nämlich die 
Leguminosen, deren Samen Stärke enthalten (wie Erbsen und Wicken), 
verhalten sich anders als Lupine, welche stärkefreie Samen besitzen. 

Wenn man z. B. Erbsenkeimlinge im Dunkeln auf den Lösungen 
von NH,Cl oder (NH,),SO, wachsen läßt, so bildet sich kein Asparagin 
auf Kosten von Ammoniak der Nährlösung, und sogar noch mehr — 
die Asparaginbildung wird auf Kosten des eigenen" Ammoniaks 
verlangsamt, weil auch das Wachstum bei solchen Pflanzen, wie Erbsen, 
durch physiologische Acidität der Ammoniaksalze unterdrückt wird. 
Es genügt aber, der Nährlösung etwas CaCO, hinzuzufügen, dann 
beginnt nicht nur ein gutes Wachstum, sondern auch eine energische 
Asparaginsynthese, und dann entspricht auch hier die Asparagin- 
zunahme (gegen Kontrollpflanzen) der Menge des aus der Lösung 
aufgenommenen Ammoniaks!). 

Dem dritten Typus sind wir bei den Lupinen begegnet; die Samen 
der gelben Lupine sind äußerst eiweißreich (35 Proz. und mehr) und 
wie gesagt, enthalten sie keine Stärke; Kohlenhydrate (Galaktane) 
sind nur in der Zellwand als Reservecellulose (Hemicellulose) abgelagert, 
und sie sind nicht so leicht hydrolysierbar wie die Stärke und auch in 
dieser Form nicht so reichlich dargestellt; wenn man das Verhältnis 


1) Siehe näheres darüber in der Abhandlung des Verfassers: Über den 
Aufbau und Abbau des Asparagins in den Pflanzen (Ber. d. deutsch. bot. 
Ges. 1922, Heft 7). 
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zwischen den Eiweißstoffen und Kohlenhydraten bei Lupinen und 
anderen Pflanzen vergleicht, so findet man folgende Unterschiede: 

Die Samen von Weizen 1:6 (oder 1:5), Erbsen 1:2 (214), gelben 
Lupinen 1:0,6. 

Darum nähern sich die Lupinenkeimlinge der chemischen Zu- 
sammensetzung nach relativ mehr den tierischen Objekten als irgend 
eine andere höhere Pflanze. 

Bei unseren ersten Versuchen, die Lupinenkeimlinge mit Ammo- 
niaksalzen zu ernähren, wurden wir durch die großen Stickstoffverluste 
überrascht, welche bei den Analysen der getrockneten Keimlinge kon- 
statiert wurden. be erwies sich, daß beim Trocknen der Keimlinge. 
welche 10 Tage auf einer Lösung von NH,Cl oder (NH,),SO, wuchsen, 
ein Teil von dem in ihnen vorhandenen Ammoniak verloren ging: 
der gesamte Gehalt an Ammoniak, welcher durch Abdestillieren bei 
vermindertem Druck (nach Longi) mit MgO gefunden werden kann, 
kann bis 12 Proz. (sogar bis 15 Proz.) des Gesamtstickstoffs ausmachen. 
und bei solchen an Ammoniakvergiftung leidenden Pflanzen ist der 
Asparagingehalt entsprechend kleiner als bei den Kontrollpflanzen. 
welche in destilliertem Wasser gezogen wurden. 

Es wird in diesem Falle die synthetische Funktion in solchem Maße 
unterdrückt, daß sogar das ‚eigene‘ Ammoniak als solches sich an- 
häuft und von Assimilation des von außen zugeführten Ammoniak; 
keine Rede ist. Die Pflanzen enthalten viel mehr Ammoniak, als sie 
aus der Lösung aufgenommen haben T, Die Zugabe von CaCO, zu 
der Lösung von N H,Cl (bzw. (NH,),SO,) hilft in diesem Falle nicht; 
in welchem Grade diese Erscheinung mit spezieller „Kalkfeindlichkeit 
der Lupinen im Zusammenhang steht, wollen wir hier nicht näher 
betrachten?). Um die Ursache dieser Erscheinung etwas näher auf- 
zuklären, haben wir weitere Versuche mit solchen Ammoniaksalzen 
aufgestellt, bei welchen die physiologische Acidität nicht so stark 
ausgeprägt ist wie bei den Salzen von HCl und H,SO,; wir haben 
nämlich NH,NO, genommen, weil in diesem Falle nicht nur die 
Base, sondern auch die Säure von der Pflanze ausgenutzt wird, und 
NH,H,PO, um eine schwächere Säure einzuführen als die früher 
genommene. Dann blieb die beschriebene Erscheinung aus, die Aspa- 
raginsynthese ging normal vor sich; dabei diente nicht nur das ‚eigene, 
sondern auch das von außen zugeführte Ammoniak als Quelle für die 
Asparaginbildung. 


!) Siehe näheres in der Abhandlung des Verfassers: Das Ammoniak 
als Anfangs- und Endprodukt des Stickstoffumsatzes in den Pflanzen 
(Landw. Versuchsstation 1922). 

2) A. Smirnow, Zeitschr. f. Pflanzonernährung und Düngung. T. A.. 
3. Jahrg., H. 1. 
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Daraus mußte man schließen. daß gerade die starken Mineral- 
säuren, wie Salz- und Schwefelsäure, welche mit Ammoniak gebunden 
sind, die Funktion der Asparaginsynthese paralysieren, etwa ebenso 
wie die anästhetischen Mittel in den oben erwähnten Versuchen von 
Butkewitsch. 

Hier zeigt sich ein bemerkenswerter Parallelismus sogar in Einzel- 
heiten mit dem Tierorganismus: Man beobachtet nämlich bei Durch- 
strömungsversuchen mit überlebender Leber statt Steigerung eine 
Hemmung von Harnstoffbildung, wenn man statt Anımoniumcarbonat 
eine Lösung von Ammoniumchlorid oder -sulfat einführt. Wir wollen 
hier nur die Versuche von Rumpf und Kleine erwähnen!), welche 
gezeigt haben, daß unter dem Einfluß von (N H,) SO, aus dem Orga- 
nismus mehr Ammoniak ausgeschieden werden kann, als demselben 
Salze eingeführt wurden. Die Harnstoffsynthese wird hier genau so 
unterdrückt, wie die Asparaginsynthese bei Lupine, und in beiden Fällen 
tritt das ‚eigene Ammoniak“ als solches hervor. 

Schon der einfache Vergleich von einer Reihe von Pflanzen nach 
dem Verhältnis der Eiweißmenge zu den Kohlehydraten in den Samen 
sprach dafür, daß der Vorrat an Kohlehydraten (oder Fetten) ein Faktor 
ist, der die Beziehungen des Keimlings zu den Ammoniumsalzen be- 
stimmt; wenn wir dann die Anwesenheit oder Abwesenheit der Aspa- 
raginsynthese auf Kosten der Ammoniumsalze durch + und — be- 
zeichnen, so können die Resultate für verschiedene Pflanzengruppen 
durch solche vereinfachte Tabelle dargestellt werden: 


O oe ynno, | ERS | Nuogo oa 
Salze NH, HPO; | NHC und | N SENSE od. 
N 6 N "e Anwesenheit vV. A CO 3 





l. Ee BEE Mais, Kürbis) Grappe (Gerste, Maie, Karie) «| F + .+ 
2. > (Erbse, Wicke) ..... + T EN 
3. e (Lupine) ....... | + = = 


. Es war unsere fernere Aufgabe, auf experimentellem Wege zu 
prüfen, ob die Lupinen wirklich sich deshalb eigenartig verhalten, 
weil sie dem tierischen Organismus näher stehen als die Keimlinge 
der Samen anderer Pflanzen, die reicher an Stärke und Fett sind. 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, eine „künstliche Lupine“‘ 
aus anderen Objekten vorzubereiten ; dazu wurde zuerst ein chirurgischer 
Weg versucht, d. h. das Abschneiden eines Teiles der stärkereichen 
Behälter (Kotyledonen, Endosperm), aber als bestes Mittel, um eine 
beliebige Pflanze in Lupinentypus umzuwandeln, erwies sich die physio- 
logische Vorbereitung durch Aushungern. Wenn man z. B. die etiolierten 


1) Zeitschr. f. Biol. 84 (N. F. 16). 
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Gerstenkeimlinge nicht in dem ersten Stadium der Keimung zum 
Versuch anwendet, sondern etwa nach 3 Wochen ihres Aufenthalts 
im Dunkeln ihr Verhalten gegen Ammoniaksalze beobachtet, so sieht 
man ebenso wie bei Lupinen die Erscheinungen von Ammoniak- 
vergiftung bei der Ernährung mit NH,Cl oder (NH,,SO,- 


Weiter haben wir umgekehrt den Versuch gemacht, die Lupinen- 
keimlinge mit Kohlehydraten zu versorgen und dann ihr Verhalten 
zu Ammoniaksalzen beobachtet; dazu haben wir erstens statt etiolierter 
grüne Keimlinge genommen und den Versuch mit Ammoniakernährung 
im Hellen durchgeführt — dann wurde die Empfindlichkeit der Lupine 
gegen NH OT aufgehoben und wir haben energische Asparaginsynthese 
beobachtet). 


Um aber den Gedanken auszuschließen, daß in diesem Falle das 
Licht irgend eine direkte Rolle außer der Kohlenhydratbildung ausüben 
könnte, wurde auch ein Versuch mit etiolierten Lupinenkeimlingen 
ausgeführt, indem dieselben bei voller Sterilität des umgebenden 
Mediums mit Glucose ernährt wurden; hier wurde auch Ammoniak- 
verbrauch und Asparaginsynthese beobachtet). 

Es werden also in diesem Falle die Unterschiede zwischen ver- 
schiedenen Pflanzenarten durch Ernährungsverhältnisse ausgeglichen — 
alle Pflanzen durch einen Hungerzustand dem Lupinen- (bzw. tierischen) 
Typus genähert und umgekehrt; die mit Kohlenhydraten künstlich 
versorgten Lupinenkeimlinge verhalten sich so, wie es für die meisten 
Pflanzen charakteristisch ist. Alle Resultate unserer Versuche über 
diese Frage können in folgender Tabelle zusammengefaßt werden. 


| Versuchsbedingungen Resultate 
Nr. S 
. Kohlehydrate | Licht E SS EEZ | Vë 
D d T3 
| + 





F | F 
+ == F 

Es ist also nicht das Licht, sondern die Anwesenheit von Kohle- 
hydraten (oder Fetten), welche die Beziehung der Pflanze zu dem von 


außen zugeführten (oder dem sich innerhalb in den Zellen bildenden) 
Ammoniak bestimmen. 


1) Siehe eingehender in der oben erwähnten Mitteilung des Verfassers 
in den Landw. Versuchsstationen 1922. 

2) Diese Arbeit wurde im Laboratorium des Verfassers von Herm 
Smirnow ausgeführt; näheres siehe in seiner Abhandlung: Über Synthese 
der Säureamide in den Pflanzen, diese Zeitschr. 187, H. 1/3, 1923. 
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Wenn die Pflanze im allgemeinen beim Hungern an Ammoniak- 
vergiftung leidet, weil sie keinen Harnstoff bilden kann!), so kann 
auch dieser Unterschied vom Tierorganismus in manchen Fällen aus- 
geglichen werden. So zeigte z. B. N. N. Iwanow in seinen letzten 
Arbeiten (diese Zeitschrift 1923), daß einige Pilze (wie Lycoperdon), 
die Harnstoff enthalten, denselben durch Oxydation auf Kosten anderer 
Amidoverbindungen bilden; außerdem hat er die Harnstoffbildung 
auf Kosten des von außen zugeführten Ammoniaks beobachtet. Es 
steht also ein solcher Pilz dem Tierorganismus i in genannter Beziehung 
viel näher als höhere Pflanzen. 

Andererseits ist es jetzt bewiesen, daß der Tierorganismus, der 
gewöhnlich das Ammoniak durch Harnstoffbildung entgiftet, ebenso 
wie die Pflanzen zur Synthese von kohlenstoffreichen Aminosäuren 
fähig ist, wenn man ihm das erforderliche stickstofffreie Material zur 
Verfügung stellt: es ist bekannt, daß, wenn man durch das Blutsystem 
der überlebenden Leber eine Lösung zirkulieren läßt, welche Oxy- 
oder Ketosäuren enthält, sich die entsprechenden Aminosäuren bilden. 
Auf diese Weise wurden die typischen Aminosäuren erhalten, welche 
gewöhnlich im Tierorganismus als Produkte des Eiweißzerfalls auf- 
treten, wie Leucin, Tyrosin und Phenylalanin?). Bei solcher Ähnlichkeit 
zwischen der pflanzlichen und tierischen Zelle in betreff der Synthese 
der Aminosäuren auf Kosten des Ammoniaks und des stickstofffreien 
Materials, wie auch in Hinsicht ihrer Oxydation unter Ammoniak- 
bildung bei Mangel an solchem Material bei gleichem Verhalten der 
Lupinenkeimlinge und der Leber in Hinsicht auf HCl und H,SO,, 
die das Ammoniak begleiten, schien es dem Verfasser ganz unwahr- 
scheinlich, daß ein so verschiedenes Verhalten zum kohlensauren 
Ammoniak der einen und der anderen Organismen stattfinden kann, 
wie man es gewöhnlich in der botanischen Literatur nach den 
Arbeiten von Coupin und Bokorny?) anzunehmen pflegt. 

Bei dem Durchlesen dieser Arbeiten im Original stellte es sich 
heraus, daß die Autoren käufliches kohlensaures Ammoniak angewandt 
haben, und daß in ihren Arbeiten die Frage über die schädliche Wirkung 
der alkalischen Reaktion von der Frage über das Verhalten der Pflanzen 
zum Ammoniak nicht getrennt wurde, ganz ebenso wie in den früheren 
Versuchen mit NH,Cl der Säureeinfluß auf die Pflanze vom Einfluß 
des Ammoniaks nicht unterschieden wurde. 


1) Oder, besser gesagt, den Harnstoffzerfall nicht zurückhalten kann, 
selbst wenn Harnstoff als solcher eingeführt wird, wegen energischer Wirkung 
der Urease, die in den Pflanzen sehr verbreitet ist. 

2) Siehe die Arbeiten von Embden, Schmitz und Kondo, diese Zeitschr. 
82, 1912 u.a. 

3) Coupin, Revue generale de Botanique 12, 177, 1900; Bokorny, 
Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 82, Nr. 26, 1912. 
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Deshalb haben wir diese Versuche wiederholt, indem wir doppelt- 
kohlensaures Ammoniak durch Kristallisation im CO,-Strome bereiteten; 
außerdem versuchten wir die Alkalinität der NH,HCO,-Lösung 
durch weiteren Zusatz von Kohlensäure zu mildern (dabei wurde 
die Kohlensäure zuerst in eine Normallösung dieses Salzes durchgeleitet 
und dann Wasser zugegossen, um die gewünschte Konzentration zu be- 
kommen). Vorliegende Angaben sind den vorläufigen Versuchen von 
Fräulein Prjanischnikow mit Erbsenkeimlingen entnommen: 








mern HE, Me. ef Ae e E 
Mittlerer Zuwachs der Wurzeln I 1,85 e 1,83 2,83 


Daraus ersehen wir, daß bei dieser Konzentration doppeltkohlen- 
saures Ammonium einen größeren Zuwachs ergab als salzsaures und 
phorphorsaures Ammonium. 


Der Einfluß vom Durchleiten der Kohlensäure durch die Ammo- 
niumbicarbonatlösung (vor dem Versuch) war in einem anderen Versuch 
geprüft worden bei höherer Konzentration (nämlich 0,005 der normalen); 
der Zuwachs der Wurzeln war folgender (im Zusammenhang mit pa): 


NH, HCO; Idem + C O, 


Die von Fräulein Logwinow fortgesetzten Versuche bestätigten 
vollständig diese Resultate; hier wollen wir nur folgende Angaben 
über den Zuwachs der Stengel und der Wurzeln bei Erbsenkeimlingen 
bei andauernderem Versuch (12 Tage lang) geben. 


ee der Stengel. 


eu. 
NEBHCO, L GO, ooa. I 907 ` 58 IS 














NH,HCO, 2.20. ed | 58 5,0 4,5 
NHH POs 4.8 42% et A | 50 5,1 5.7 
NIEA ie e E EO EE | 4,1 a1 | 4l 
Destilliertes Wasser `. e a | 4,3 


Es hat also auch diesmal kohlensaures Ammoniak bessere Re- 
sultate geliefert als phosphorsaures; Ammoniumchlorid steht am 
niedrigsten, was schon im voraus zu erwarten war. Dasselbe Resultat 
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haben wir für die Wurzeln, wenigstens für schwache Konzentration 
(0,001 n). 


Wurzellänge. 


Konzentration |_ Gin | ` on | 0,010n 
L E ME 


NH,HCO, + CO, 
NH HCO; e ND Ad wie da 








Destilliertes Wasser ....... 8,1 


So erweist sich also, daß das doppeltkohlensaure Ammonium 
unter den Bedingungen der Reaktion, die einer neutralen (pa = 6,8) 





u 
rn SÉ HCO De 


Abb. 1. Einfluß verschiedener Ammoniumsalze auf das 
Wachstum der Erbse bei zunehmender Konzentration!). 


nahe steht und durch das Durchlassen von Kohlensäure erzielt wird, 
die beste Art, den Pflanzen (sowohl wie den Tieren) Ammoniak zuzu- 
führen, darstellt, da dasselbe keinen Rest von starker Säure in der 


1) Zu Anfang des Versuchs ist die Stengellänge gleich Null, deshalb ent- 
sprechen die Ordinatenzahlen dem ganzen Zuwachse im Laufe des Versuchs. 
[Um Platz zu sparen, ist der Zwischenraum zwischen 0 und 3,5 cm Höhe 
nicht angegeben. Die Wurzellänge bei Beginn des Versuchs war gleich 
3,5 cm; von diesem Niveau nach unten hin ist der Zuwachs angemerkt 
(die Zahlen seitwärts ergeben die gesamte Wurzellänge.)] 
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umgebenden Lösung läßt wie auch in der Pflanze selbst. Der Über- 
schußB an Mineralsäuren schadet nicht proportional dem Einfluß auf 
die Reaktion des umgebenden Mediums, hier tritt noch der Einfluß der 
Nützlichkeit oder der Untauglichkeit der in die Pflanze eingedrungenen 
Säure hinzu, und dieser Einfluß ist leichter an der Entwicklung der 
Stengel zu beobachten als an dem Wachstum der Wurzeln. 

Da wir in diesen Versuchen bemerkten, daß die Lösungen von 
NH,HCO, mit der Zeit immer alkalischer wurden (von 6,8 bis 7,3 
und sogar 7,7), so kann man noch bessere Resultate erwarten, wenn 
man die Reaktion wiederholt an eine neutrale Zone bringt. Außer- 
dem macht der Zusatz von Calciumsalzen, die für den normalen Wuchs 
der Wurzeln unentbehrlich sind, die letzteren weniger empfindlich 
gegen das Abweichen der Reaktion von der neutralen Zone (in allen 
erwähnten Versuchen haben wir aber keine Calciumsalze gegeben). 

Außer der Feststellung einer weiteren Analogie mit dem Tier- 
organismus ergeben diese Versuche mit doppeltkohlensaurem Ammonium 
auch noch das Interesse, daß wir in ihnen die neue Möglichkeit finden, 
einen Vergleich zwischen Ammoniakernährung und der Nitraternährung 
aufzustellen, ohne durch die Mineralsäure gestört zu werden [eine 
andere Möglichkeit ist schon früher von uns ausgenutzt worden, sie 
besteht nämlich in dem Studium der physiologischen Eigenschaften 
von NH,NO,')]. 

Einstweilen können wir nur einige Resultate des vorläufigen 
Versuches, der auf unseren Vorschlag von Fräulein Logwinow aus- 
geführt ist, angeben. 


Versuch mit etiolierten Erbsenkeimlingen ?). 


PH l Länge 
am Anfang am Ende dês Stengels | der Wurzeln 


| | 











Wasser `... 857 | 60 3,69 6,95 
CANOd ern 5,5 Ä 51 | 20,14 | 10,86 
NH,HCO,+C0,+CaC0,.... 6,9 73 | 1908 | 11,06 
NH,HCO,+C0,+CaSO,.... 6,7 | 7,1 || 20,74 | 11,0 





Also ergaben die Pflanzen kein schlechteres Wachstum auf den 
Ammoniaksalzen als auf der Lösung von Ca(NO,),. 

Wir müssen noch diese Versuchsanstellung mit einer größeren Zahl 
von Pflanzen durchführen, um die Energie der Synthese durch Analysen 


1) Siehe unsere Abhandlung in der Zeitschrift für Pflanzenernährung 
und Düngung 1924. 
2) Dauer des Versuchs = 10 Tage; Konzentration der Lösung = 0,003 n. 
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für beide Fälle (NH,- und N,O,-Ernährung) verfolgen zu können; 
aber eigentlich haben wir schon nahestehende Resultate in unseren 
früheren Versuchen, wo sich eine energischere Synthese bei Ernährung 
mit einer Nährmischung, die NH,Cl + CaCO, enthält, herausgestellt 
hat als bei der Ernährung mit Ca(NO,),; da die Pflanzen durch aus- 
geschiedene Kohlensäure einen Teil des Calciums in die Lösung bringen, 
so bildet sich in denselben NH,HCO, + CaCl,. und dadurch nähert 
sich dieser Versuch unserem jetzigen; hier wollen wir einige Beispiele 
anführen: 


Versuche mit Vicia sativa (10 Tage). 


o l | Wasser Ca (N Oda NH, CI + CaCO, 
mg mg mg 


N-Gehalt pro 100 Pflanzen... . 
Asparagin-N (100 Pflanzen) .. . 





Versuche mit Zea Mays (10 Tage). 


| Wasser Ca (N Oh |NH,CI+ CaCO; 
mg mg f mg 








Asparagin-N e | 104,5 160,7 269,5 
Organischer Stickstoff . . ... | 755,6 844,6 936,1 

| Auch für einen 17tägigen Versuch 
Asparagin-N .... 2222... | 1294 158,6 345,0 
Organischer Stickstoff . . .. . | 706,4 803,5 963,8?) 








Da in diesen Fällen die Asparaginsynthese auf Kosten von Ammo- 
niak energischer vor sich ging als auf Kosten der Nitrate, so erwarten 
wir dieselben Resultate beim Vergleich von NH,HCO, + CaCO, 
und Ca(NO,). 


Es muß also als ganz natürlich betrachtet werden, daß, wenn man 
die Nebenursachen beseitigt, das Ammoniak schneller in die endgültige 
Form der stickstoffhaltigen Verbindungen R(NH,)COOH geht als 
die Nitrate, da es dieser Form viel näher steht, die Nitrate hingegen 
müssen noch den Reduktionsprozeß durchmachen, wobei man den 
einfachsten Weg über Nitrite für den wahrscheinlichsten halten muß, 
wie es kürzlich Kostytschew für die Pilze gezeigt hat?), um so mehr, 
als es bewiesen ist, daß in den gewöhnlichen Wasserkulturen sich die 
Nitrite auf Kosten der Nitrate bilden, wenn sogar die Bakterien aus- 


1) Näheres in den Landwirtschaftlichen Versuchsstationen 1922, S. 272 
und 273. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 1920, 8. 171. 
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geschlossen sind [s. die Arbeit von Fräulein Kudriawzewa in Nr. 2 des 
Journals für Landwirtschaftswissenschaft 1924, russisch 1)]. 

Wenn es endgültig festgestellt sein wird, daß auch bei den höheren 
Pflanzen der Nitratstickstoff unbedingt durch die Ammoniakform 
passieren muß, wird unsere frühere Charakteristik des Ammoniaks als das 
Alpha und Omega des Stickstoffwechselsin noch mehr buchstäblichem Sinne 
gültig sein, weil man dann wird sagen können, daß nur das Ammoniak 
das Ausgangs- und Endstadium bei der Bildung und dem Zerfall der 
Aminosäuren (also auch des Eiweißes) bei Tieren und Pflanzen darstellt 2). 


1) Im Laboratorium des Verfassers ist in letzter Zeit die Beobachtung 
gemacht worden, daß, wenn man den Pflanzen in Wasserkulturen Nitrite in 
größerer Konzentration gibt, dieselben unter dem Überschuß des gebildeten 
Ammoniaks leiden (noch nicht veröffentlichte Arbeit von Herrn Dikussar). 

2) Diese Vorstellung, die wir uns über die Rolle des Ammoniaks gemacht 
haben, wird nicht im mindesten durch den Umstand gestört, daß nach einer 
gewissen Konzentrationsgrenze die Ammoniaksalze für die Zellen schädlich 
werden, ebenso wie die Giftigkeit des Formaldehyds es gar nicht hindert, 
ein Zwischenglied im Prozesse der Synthese der Kohlenhydrate zu sein. 
Man muß nur den Unterschied zwischen der Schädlichkeit der neutralen 
Ammoniaksalze und dem freien Ammoniak zu machen wissen; der letzte 
ist natürlich sehr schädlich, laut den Beobachtungen von Bokorny noch 
schädlicher als KOH oder NaOH. 

Man muß noch darauf hinweisen, daß in den Versuchen mit Ätzlaugen der 
Schaden von zwei Ursachen abhängen kann: 1. dem Verhalten des Plasmas 
zum gegebenen Stoffe; 2. der Geschwindigkeit, mit der der gegebene Stoff 
in die Zelle eindringt. Gerade Ammoniak kann bedeutend rascher in die 
Zelle eindringen als die äquimolekularen Lösungen von KOH oder NaOH. 
Das kann durch die von M. Domontovitsch in unserem Laboratorium er- 
haltenen Ergebnisse veranschaulicht werden; wenn man feine Schnitte von 
Geweben nimmt, die rot gefärbt sind und sie in Lösungen von NH,OH, 
KOH und NaOH bringt, so kann man durch den Übergang der Färbung 
des Anthocyans ins Blaue (oder Violette) über die Geschwindigkeit des 
Eindringens der einen oder der anderen Base in die Zelle urteilen; hierbei 
sieht man vollkommen klar die größte Geschwindigkeit, mit der das Ammoniak 
eindringt, was in folgenden Beispielen seine Bestätigung findet. 

Zeitraum, in dem die rote Färbung violett (blau) wird. 





nl Objekte —|nmoHosIn] Kon wis | NaOH ants 





1 d Wurzeln von reten Rüben. . 1—10Sek. > 10Min. 
2 Epidermis des Blattstiels von 
Lupinus angustifolius . . . I—10 „ 1/, Std. 


3 | Epidermis des Blattstiels von | 
gopodium podagraria. . . | 1—10 „| >10 , 

4 | Epidermis des Blattstiels von" 

Fragaria vesca ...... 1—10 , > 15 Min. 
5 | Epidermis des Stengels der | | 

Päonia ... 2 0: wi | 1—10 „ >15 „ 
6 | Epidermis des Blattstiels von ! | 

Acer platanoides ..... kä Min. | >10 „ ` 
7 Blumenblätter von Amygdalus | 1 Std. | > 1 Std. | 
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Es scheint, daß auch der Tierorganismus die Fähigkeit, — N O, zu 
— N H, zu reduzieren, nicht verloren hat, wenigstens bei Aufnahme von 
Nitrobenzol wird es zum Teil in p-Amidophenol umgewandelt; auch 
aus Nitrobenzaldehyd bildet sich teilweise Acetaminobenzoesäuret). 

Als wir uns die Frage über das Verhalten der Pflanzen zum kohlen- 
sauren Ammoniak stellten, diente uns zum Ausgangspunkt die Analogie 
zum Tierorganismus, und unsere Voraussetzung erwies sich als richtig; 
wenn die Grundrisse des Parallelismus immer mehr Bestätigung finden, 
so könnte man vielleicht in einigen Beziehungen in dieser Frage eine 
weitere Extrapolation von einem Reiche zum anderen sich gestatten 
und z. B. die Frage aufwerfen, ob die Anästhesie auch in dem Tier- 
organismus solche Steigerung der Ammoniakmenge auf Kosten der 
Harnstoffsynthese in den Ausscheidungen hervorruft, wie es das Toluol 
in den Lupinenkeimlingen nach den Versuchen von W. S. Butkewilsch 
tat, wo das Ammoniak sich parallel mit dem Unterdrücken der Asparagin- 
synthese ansammelte. | 

Wenn wir das oben Mitgeteilte zusammenfassen, so können wir 
folgende Hauptzüge, die für die Bildung von Asparagin und Harnstoff 
gemein sind, unterstreichen. 

Beide genannten Amide sind in ihrer Hauptmasse keine primären 
Produkte der hydrolytischen Eiweißspaltung, sondern bilden sich auf 
sekundärem Wege, wobei zu ihrer Synthese vor allen Dingen das 
Ammoniak dient, welches durch Oxydation der Aminosäuren erhalten 
wird; beide Amide bilden sich auch mit gleicher Leichtigkeit auf Kosten 
des von außen zugeführten Ammoniaks, mit dem selbstverständlichen 
Unterschied, daß zur Bildung von Asparagin noch ein Rest der un- 
oxydierten Kohlenstoffkette nötig ist, und zur Bildung von Harnstoff 
genügen Ammoniak und Kohlensäure. Nicht nur die Art, sondern 
auch der physiologische Sinn der Bildung des einen und anderen 
Amids ist vollkommen gleich — er besteht in der Entgiftung des Ammo- 
niaks, gegen die die höheren Organismen wie im Pflanzenreiche, so 
auch im Tierreiche recht empfindlich sind, und zwar nicht nur bei der 
alkalischen, sondern auch bei der neutralen Reaktion des Mediums. 
Bei den niederen Pflanzen, wie z. B. bei den Schimmelpilzen, genügt 


Wenn das Ammoniak in allen Fällen rascher in die Zelle drang als 
NaOH und KOH, rascher den Übergang der Färbung des Anthocyans der 
entsprechenden sauren Reaktion zur entsprechenden alkalischen hervorrief, 
so bekundeten bei dauerndem Einwirken auf die Zelle die Ätzlaugen eine 
stärkere Wirkung als das Ammoniak, und die Lösungen von NaOH und 
KOH wiesen eine völlige Entfärbung der Zellen gerade zu der Zeit hervor, 
wenn die Zellen in der Lösung von NH,OH ihre violette oder dunkelblaue 
Färbung beibehielten. 

1) Siehe betreffende Literaturhinweise, z. B. Röhmann, Lehrbuch d. 
Biochemie, Berlin 1908, S. 411 u. 413. 
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schon die Neutralisierung des Ammoniaks durch Bildung von Oxal- 
säure; dasselbe Verhalten aber zeigen auch die niederen Tiere li. 

Daß bei Mangel an Kohlenhydraten die Pflanzen empfindlicher 
gegen Ammoniak werden, ist uns aus dem Umstande verständlich, daß 
die Pflanze keinen Harnstoff bilden kann, die Bildung aber von Aspa- 
ragin durch den Mangel an Kohlenhydraten erschwert ist; es ist 
gewiß kein Zufall, daß die Fälle, in denen die Pflanzen Harnstoff bilden 
können, gerade für die Pilze (wie Lycoperdon) konstatiert sind: es 
scheint, daß chlorophylifreie Pflanzen, die häufiger den Mangel an 
Kohlenhydraten empfinden, gerade deswegen diese Fähigkeit manchmal 
beibehalten haben. 

Große Ähnlichkeit sehen wir im Verhalten der Pflanzen- und Tier- 
organismen zu den Mineralsäuren (HCl, H,SO,), die die Ammoniak- 
salze begleiten — die einen sowie die anderen können in diesem Falle 
das zugeführte Ammoniak nicht gut zur Synthese des Asparagins 
oder des Harnstoffs ausnutzen, bei gewissen Bedingungen wird sogar 
die Synthese auf Kosten des ‚eigenen‘ Ammoniaks gestört. so daß 
endlich die ganze Ammoniakmenge größer sein kann, als man dem 
Organismus in Form von (NH,),SO, oder NH,Cl dargeboten hat. 

Aber das doppeltkohlensaure Ammonium ist eine sehr gute Form, 
in welcher man den Pflanzen das Ammoniak darbieten kann, gleichwie 
es schon früher für die Tierorganismen festgestellt war. 

Es scheint klar zu sein, daß das weitere Schicksal des Asparagins 
und des Harnstoffs ganz verschieden ist: der Harnstoff wird vom 


1) Vgl. Buikewitsch, Umwandlung der Eiweißstoffe durch die niederen 
Pilze (Jahrb. f. wiss. Bot. 88, H. 2). 

Was das Tierreich betrifft, so finden wir z. B. bei Pütter (Vergleichende 
Physiologie) folgende Angaben: 


| Vom Gesamt-N der 
Ausscheidungen entfällt auf NH; 


Bach 


Actinia. ...... | 100 
Blutegel ...... | 62—67 
Krebs ....... 28—38 
Ascaris. . 2.2... 33,3 
Tintenfisch `, .... 18,6 
Gans... 2 222. | 25,0 
Ameisenigel S.A 7,5 
Hund ....... | 4,3 


Je höher ein Tier seiner Organisation nach steht, eine desto geringere 
unmittelbare Rolle spielt im allgemeinen das Ammoniak unter den Produkten 
des Eiweißzerfalls, und eine desto größere Bedeutung erhalten die Amido- 
(oder Imido-)Gruppen dieser oder jener komplizierten stickstoffhaltigen 
Derivate, die bei verschiedenen Klassen gleichfalls nicht identisch sind. 
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Organismus ausgeschieden, da das Tier keine Ökonomie an Stickstoff 
zu machen braucht, weil es denselben reichlich in der Nahrung bekommt, 
und da der Harnstoff keinen unoxydierten Kohlenstoff enthält, wird 
die Aufgabe der Kalorienersparnis befriedigend gelöst; das Asparagin 
hingegen bleibt in den Zellen als Reserveform des Stickstoffs, welcher 
bei reichlicherer Zufuhr von Kohlenhydraten späterhin zum Aufbau 
beliebiger Komponenten von Eiweißmolekülen dienen kann. Dieser 
Unterschied hat aber seine prinzipielle Bedeutung verloren, seitdem 
man auch bei den Tierorganismen die Fähigkeit beobachtet hat, das 
Ammoniak mit Keto- und Oxysäuren zu Aminosäuren zu binden; 
wenn also das entsprechende stickstofffreie Material vorhanden ist, 
so braucht auch der Tierorganismus das Ammoniak in Form von 
Harnstoff nicht auszuscheiden, sondern kann es von neuem mit den 
unoxydierten Kohlenstoffketten verbinden, wie es gewöhnlich im 
Pflanzenorganismus geschieht. 

Wenn man bisher in den Tierorganismen die Synthese der Mono- 
aminosäuren und nicht der Amide vom Typus des Asparagins und 
Glutamins beobachtet hat, so steht es noch in Frage, wie die Zufuhr 
von passenden Dicarbonsäuren auf den Verlauf der Synthese einwirken 
wird; vielleicht werden auch in diesem Falle Amide der Aminosäuren 
gebildet; jedenfalls ist das nur ein Detail, welches die Schlußfolgerung 
über die Einheit der allgemeinen Züge des Stickstoffwechsels bei den 
Pflanzen und den Tieren nicht ändert. 


Eine jodometrische Mikrobestimmung des Natriums ı). 


Von 
Michael Bälint. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik, der Charité Berlin.) 
(Eingegangen am 12. Juni 1924.) 


Im Sommer 1923 beschäftigte sich unser Laboratorium unter 
Leitung von H. Petow mit der Bindung der Kohlensäure im Blute. 
Es stellte sich bald heraus, daß wir erst dann zum Verständnis der 
Vorgänge gelangen können, wenn wir die Wanderung der Natrium- 
ionen bis in ihre Einzelheiten verfolgt haben. Zu diesem Zwecke 
brauchten wir aber eine Bestimmungsmethode, welche unter 1 Proz. 
Fehler zu arbeiten gestattet. 


In der Literatur fanden wir zwar mehrere Wege angegeben, aber keinen 
entsprechenden. Die Ballsche Wismutcäsiumnitritmethode, selbst in der 
modifizierten Form von Doisy und Bell (1) ist außerordentlich schwerfällig, 
und die Fehler sind auch nach den Zahlen der Autoren viel zu groß, 5 bis 
7 Proz. Nicht wesentlich besser ist es mit dem neulich angegebenen Uranyl- 
magnesiumacetat-Verfahren von Blanchetiere (2), wo besonders bei Gegen- 
wart von Phosphaten die Fehler auch bis 8 Proz. steigen. Dagegen arbeitet 
die Pyrostibiatmethode von Kramer und Tisdall (3) viel handlicher, und sie 
liefert auch einigermaßen brauchbare Resultate. Sie ist eigentlich die einzige, 
die auch von anderen Forschern angewendet wurde, obwohl mehrere [sw 
z. B. Atchley (4) usw.] festgestellt haben, daß sie nicht so gut arbeitet, wie 
die Verfasser es angegeben hatten (2 bis 3 Proz.). Diese Tatsache können 
wir auch bestätigen, die Abweichungen unter den Parallelbestimmungen 
betrugen durchschnittlich 5, sogar manchmal bis 8 Proz. 

Trotzdem wählten wir — H. Petow und ich — auch das Pyrostibiat als 
Bestimmungsform. Erstens, weil es unter den vorgeschlagenen Verbindungen 
das am schwersten lösliche ist, und zweitens, weil es wegen seines Gehalte: 
an Antimon eine Möglichkeit bot, die ursprünglich gravimetrische Methode 
von Kramer und Tisdall auf Volumetrie umzuarbeiten. Zwei Gründe haben 
uns dazu geführt, statt der gravimetrischen die titrimetrische Bestimmung 
des Niederschlages zu versuchen. Erstens konnte man, wenn das an- 
genommene Verhältnis Na,0: Sb,O, = 1: 1 zu Recht besteht, den Wasser 


1) Auszug aus einer Dissertation. Berlin 1924. 
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gehalt des Salzes, was bei der Gravimetrie eine ausschlaggebende Rolle 
spielt, vollkommen unberücksichtigt lassen ; und zweitens ist eine Titrimetrie 
immer leichter auszuführen, besonders wenn man fortlaufende Unter- 
suchungen macht. Außerdem haben wir beobachtet, daß das Natrium- 
pyrostibiat, obwohl sehr feinkörnig, doch spezifisch ziemlich schwer ist, 
so daß beim Zentrifugieren viel weniger Gefahr eines Verlustes besteht, als 
beim Filtrieren. Zu Anfang haben die Resultate unsere Hoffnungen voll- 
ständig erfüllt. Unsere damalige (Sommer 1923) Methode war fast identisch 
mit derjenigen, welche von H. Müller (5) publiziert wurde, mit dem einzigen 
"nterschied, daß wir 0,5 ccm Serum, bzw. Leem 0,065n NaCl und dem- 
entsprechend von allen Reagenzien mehr genommen haben. Die Werte 
waren gut, und ich kann die Angaben von H. Müller bestätigen, daß solche 
Übereinstimmung, wie er sie beschrieben hat, zu erzielen ist. Aber nicht 
immer. Es mehrten sich langsam die Fälle, wo die Differenz zwischen den 
Parallelbestimmungen bis zu 5 Proz. wuchs, und was noch befremdender 
war, trotz aller Vorsicht zeigten sich auch die Mittelwerte hin und wieder 
bis zu 5 bis 6 Proz. zu hoch oder zu niedrig. Ich übernahm dann die Aufgabe, 
den Sachverhalt aufzuklären. Da wir eigentlich alle Reagenzien aus der 
Literatur entnommen haben, war es mir vollkommen klar, daß ich jeden 
Schritt in der Methode für sich untersuchen mußte, wollte ich alle Fehler- 
quellen beseitigen. 


L Ich begann mit der Waschflüssigkeit. Sie sollte das Natriumsalz 
möglichst wenig lösen, das Kaliumsalz dagegen möglichst gut. Es 
stellte sich heraus, daß der bisher benutzte 30proz. Alkohol nur der 
zweiten Forderung entspricht. Da ich bemerkt habe, daß der Alkohol 
manchmal deutlich sauer reagierte, habe ich auch die Wirkung von 
KOH bzw. NH,-Zusatz untersucht. Meine Zahlen (Kolonne 4) sind 
mit der älteren von Beilstein und von Bläse (6) (Kolonne 2) und von 
Tomula (7) (Kolonne 3) in der Tabelle I zusammengestellt. 




















Tabelle I. 

Lösungsmittel | Beilstein u. Bläse | Tomula | Bálint 
Waaser... | 28,0 51,0 677 922 Se 
15,8 Proz. Alkohol. . || 11,7 —- — 

200 „ E | SC 107 13,6 36,4 E 
25 . œ | 1,5 e? | = 
300 ` l a == 62 58 62 
330 „ l) | = 34 54 126 | E 
400 . Ñ = u (an 19 21 
500 , S = 01 04 07 | 13 16 19 
60,0 n n | P l == 0,8 


Die Zahlen bedeuten Milligramm Na pro Liter. Die Messungen von 
Beilstein und Bläse und von mir erfolgten bei Zimmertemperatur. Die von 
Tomula der Reihe nach bei 18°, 25° bzw. 33,5°. Die erste Reihe meiner Zahlen 
bezieht sich auf neutralen, die zweite mit Kalilauge, die dritte mit NH, 
alkalisierten Alkohol. Der Zusatz betrug 2cem 2n Lösung auf 100 ccm 
verdünnten Alkohols. Die Daten von Beilstein und Bläse und von Tomula 
wurden mit Hilfe des Faktors 11,08 auf Milligramm Na umgerechnet. 
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In Leem 0,05n Na, welche Menge bei meinen Untersuchungen 
die übliche war, ist 1,15 mg Na enthalten. Man verwendet im Durch- 
schnitt 6 bis 8ccm Waschflüssigkeit; der hierdurch verursachte Fehler 
wäre bei: 


Tabelle II. 


30 Proz. Alkohol . . |  0,037—50 mg 3,2—4,4 Proz. 
0 , Se | 0,017--22 „ 15-19 , 
50 > 77 0008-10.» | oa 7 
60 > á || 0005—06 > 0406 . 


Diese Zahlen dürften in der Tat etwas, und zwar um ein Drittel 
weniger ins Gewicht fallen, da bei der ersten Waschung noch genügend 
Reagens vorhanden ist, um die Löslichkeit des Natriumsalzes zurück- 
zudrängen. Immerhin bedingt das Auswaschen mit 30proz. Alkohol 
etwa 1 bis 3 Proz. niedrigere Werte, ist also nicht brauchbar. Wie 
weit man mit der Konzentration des Waschalkohols gehen kann, hängt 
von der Löslichkeit des Kaliumsalzes ab. Es darf auch von großen 
Mengen der Weaschflüssigkeit nicht gefällt werden. Es stellte sich 
heraus, daß 1 ccm des Reagens von B ccm 50proz. Alkohol noch nicht 
gefällt wurde, dagegen trübte es sich stark beim Zusatz von 5ccm 
60proz. Alkohol. Es blieb noch die Frage offen, ob diese Konzen- 
tration noch genügende Löslichkeit für das Kaliumsalz besitzt. Nach 
meinen Versuchen löst 50proz. neutraler Alkohol 4,160g Kaliumsalz 
pro Liter, dagegen alkalischer Alkohol (0,04n KOH) nur 3,540. Wenn 
man das titrierbare Antimon der Lösung auf Milligramm Na umrechnet, 
bekommt man 354 bzw. 297 mg pro Liter. Wenn man diese Zahlen 
mit denen der Tabelle I vergleicht, so sieht man, daß die Löslichkeiten 
des Kalium- und des Natriumsalzes wie 272:1 in neutralem bzw. 
187 : 1 in alkalischem Alkohol sich verhalten. Daraus folgt, daß 50 proz. 
neutraler Alkohol sich am besten als Waschflüssigkeit eignet. Methyl- 
alkohol habe ich nicht untersucht, da er nach den Daten von Tomula 
keine Vorteile gegenüber dem Äthylalkohol bietet. Wie wichtig es war, 
eine geeignetere Waschflüssigkeit als den 30proz. Alkohol zu finden. 
zeigt Tabelle III, die angibt, wieviel Prozent der theoretischen 
Natriummenge bei Anwendung der verschiedenen Waschflüssigkeiten 
wiedergefunden wurden. 

















Tabelle III. 

Ausgewaschen mit || 3 pas, Alkohol | 40proz. Alkohol | 50proz. Alkohol 
3x 20orm | 100,0 Proz. | 100,2 Proz. 103,7 Proz. 
3x4 „ | — E | 973 „ 1033 „ 
4x2 „ | 988 „ | — e 1034 „ 

5x2 „ | — Ñ | 96,6 „ 1081 „ 
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Wir sehen, daß bei 50proz. Alkohol es kaum etwas ausmacht, 
ob man den Niederschlag drei. vier- oder fünfmal mit 2 oder 4 ccm 
auswäscht. Dagegen ändert sich der gefundene Wert bei den anderen 
Verdünnungen stark mit der Menge der Waschflüssigkeit. Oben haben 
wir ausgerechnet, daß der Fehler, verursacht durch die Anwendung 
von 30proz. Alkohol als Waschflüssigkeit, etwa 3 Proz. ist. Hier finden 
wir dies bestätigt. Merkwürdig ist es nur, daß die gut übereinstimmenden 
Werte, welche mit dem 50proz. Alkohol erhalten wurden, alle um 
3 bis 4 Proz. zu hoch liegen. Dies kann erst später erklärt werden. 
Interessant ist es, daß dreimaliges Auswaschen mit je 2ccm 30proz. 
Alkohol eben 100 Proz. liefert. Dieser Umstand klärt auf, wie Kramer 
und Tisdall, Richter-Quittner (8) und H Müller zu ihren Methoden 
kamen. Wir werden aber gemahnt, nach einer anderen, entgegen- 
gesetzt wirkenden Fehlerquelle zu suchen, die unter günstigen Ver- 
hältnissen den Verlust durch den Waschalkohol eben wettmachen kann. 

2. Nun prüfte ich die Wirkung des zur Fällung verwendeten Alkohols. 
Kramer und Tisdall geben ein Viertel, Richter-Quitiner und H. Müller 
ein Fünftel des Volumens an 95proz. Alkohol zu. Nach diesen Angaben 
würde man erwarten, daß etwas mehr oder weniger an Alkohol nichts 
schadet. Dies ist nun nicht der Fall. Mit einem jeden Zehntel Kubik- 
zentimeter Alkohol wächst auch die ausgefallene und durch dreimaliges 
Auswaschen nicht wegzulösende Menge des Pyrostibiates. Das Tempo 
der Zunahme ist selbstverständlich bei höheren Konzentrationen am 
größten. Ich habe also verdünntere Alkohollösungen untersucht. 
Dabei stellte es sich heraus, daß ohne Alkohol die Werte zu niedrig 
ausfallen, mit steigenden Mengen desselben wachsen und schließlich 
die Theorie überschreiten. Bei der weiteren Untersuchung kam eine 
merkwürdige Tatsache zutage. Von 60proz. Alkohol aufwärts konnte 
man bei bestimmten Mengen des zugesetzten Alkohols einen deutlichen 
Stillstand der Zunahme konstatieren. Seltsam war es, daß dieser 
Stillstand nicht bei dem theoretischen Werte 100 Proz. Natrium eintrat, 
sondern etwas höher, bei etwa 103 bis 104 Proz. (Ich bringe nicht 
die Zahlen der Originalversuche, gebe aber statt dessen an, und zwar 
in Prozenten der tatsächlich angewandten Natriummenge ausgedrückt, 
wieviel Natrium aus dem titrierten Jod berechnet werden würde, 
wenn wir annehmen, daß ein Äquivalent Natrium zwei Äquivalente 
Antimon und folglich auch zwei Äquivalente Jod frei macht, s. Punkt 8). 
Zur Illustration soll Tabelle IV dienen. 

Man ersieht aus der Tabelle, daß mit 50proz. Alkohol, selbst wenn 
er AR zugegeben wurde, der theoretische Wert nicht zu erreichen war. 
Der oben erwähnte Stillstand tritt mit 60proz. Alkohol bei 3,4 ccm, 
mit 70proz. bei 2,3ccm, mit 80proz. bei 2,0 ccm ein. Mit 90proz. 
Alkohol ist er nur wenig ausgeprägt. Der an dieser Stelle gefundene 
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Tabelle IV. 











e Alkohol kobol | Gef. Pros ER GE Alkobol Gef. Proz. ie Alkohol Gef. De. 





2,0 com | 89,9 | 2.0 oom 99,5 . 14 ccm 36,8 
25 „ 9, 28 „ 100,5 16 „ 97.7 
30 „ 017 . 30 , 101,3 18 2» 10.97 
40 „ 92,2 32 „ 102,0 19 , | 1003 
5,0 9,7 3,4 103,6 20 , 101.1 
60 7? ` 936 | 36 . 104.0 21 7? 1024 
| 13,8 1042 ı 22 103.0 
80 proz. Alkohol Gef. Proz. 4.0 S 105,6 | l 2,3 ú 103.6 
1,9 ccm 101,8 2,4 103.5 
A d 103,6 | 90 proz. Alkohol Gef. Proz. 2,5 k 105.5 
21 „ 14,0 Leem 99,1 | 2,75 „ 107.2 
22 „ 1051 | 17 , 1015 |} 
24 „ 1070.19 „ 1030 | 
21 „ 105,1 |; 


Wert ist 103 bis 104 Proz. des theoretischen. Berechnet man, wieviel 
Prozent Alkohol in diesen Konzentrationen enthalten sind, so bekommt 


man Tabelle V. 
Tabelle V. 


| nn non 
Alkohol Proz. sae bei | bei des Alkohols ols 


> I 3a EEN ccm 21,3—23,4 Proz. 
22—24 18,3— 20,2 
20—21 20 2—21 0 


Das heißt, die notwendige Konzentration schwankt um 20 Proz. 
Folglich ist die Vorschrift von Kramer und Tisdall besser, die ein Viertel 
des Volumens an 95proz. Alkohol zugeben lassen, was einer End- 
konzentration von 19,0 Proz. entspricht. 

Es wurde also klar, daß statt des konzentrierten verdünnter Alkohol 
angewandt werden muß, und zwar nicht nur aus dem Grunde, weil 
bei dem verdünnten Alkohol eine Zone des Stillstandes vorhanden 
ist, also ein kleiner Fehler bei der Abmessung desselben keine schädliche 
Wirkung ausüben muß, wie es bei dem konzentrierten der Fall ist, 
sondern auch aus einem anderen. Ich habe nämlich beobachtet, daß 
beim etwas schnelleren Einlaufenlassen des Alkohols oder beim weniger 
intensiven Rühren auf Momente eine milchige Trübung entstand. 
Diese Trübung, wenn man sie einmal gesehen hat, ist sehr leicht von 
der manchmal auch sehr feinkörnigen Natriumausfällung zu unter- 
scheiden. Ihre Ursache ist die lokale Überschreitung der für das Kalium- 
pyrostibiat zulässigen Alkoholkonzentration an der Einlaufstelle. 
Obwohl sie beim Umrühren spurlos verschwindet, fielen die betreffenden 
Proben immer aus der Reihe, und zwar war der Wert zu hoch; sicher 
deshalb, weil das ausgefällte Kaliumpyrostibist nicht vollkommen 
auszuwaschen war. Selbstverständlich ist diese Gefahr der Über- 
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schreitung bei konzentriertem Alkohol viel größer als bei einem ver- 
dünnteren. Die Vorteile des verdünnten Alkohols sind also augen- 
scheinlich, es blieb aber noch unentschieden, wie weit er verdünnt 
sein soll. Ich habe mich aus dem Grunde entschlossen, 80proz. zu 
benutzen, weil die zu verwendende Menge desselben zufällig 2,0 ccm 
ist. Vollpipetten von diesem Volumen sind in jedem Laboratorium 
vorhanden, und so kann man den Gebrauch der 5-ccm-Meßpipetten 
umgehen, bei denen exaktes Arbeiten nur bei der allergrößten Vorsicht 
möglich ist. Ich weiß, daß bei einer größeren Verdünnung die Zone 
des Stillstandes breiter ist, aber lieber habe ich auf diesen Vorteil ver- 
zichtet, weil ich damit auch die Meßpipetten mit in den Kauf nehmen 
müßte. 

Zuerst wußte ich mit meinem Resultat nichts anzufangen. Ich dachte 
mir, daß trotz der eingehenden Untersuchung der Waschflüssigkeit doch : 
diese die Schuld trüge. Daher versuchte ich viermal zu waschen, und als 
es nicht zum Ziele führte, das erste Waschwasser verdünnter zu nehmen. 
Ich glaubte, daß eventuell bei Anwesenheit eines Niederschlages doch aus 
dem Reagens etwas ausgefällt wird, obwohl beim Zusammengießen von 1 cem 
Reagens und Beem 50proz. Alkohol die Flüssigkeit trotz Reibens absolut 
klar blieb. Aber alles half nichts. 

3. Zuletzt kam ich auf einen Gedanken: vielleicht enthält der 
Niederschlag immer etwas Kaliumsalz, und zwar nicht an Stelle des 
Natriums, das, wie ich mich gleich überzeugen konnte, vollkommen 
ausgefällt wurde, sondern noch außerdem. Um dies nachzuweisen, 
stellte ich durch Zusammengießen von NaCl und überschüssigem 
Reagens eine größere Menge des Natriumsalzes, und zwar ohne Alkohol- 
zusatz, her, wusch es 15mal gründlichst mit einer verhältnismäßig 
großen Menge von Wasser durch Dekantation und brachte es schließlich 
auf das Filter. Lufttrocken wurde es analysiert. Die Tabelle VI bringt 
meine Zahlen und zugleich eine Reihe derselben aus der Literatur. 
Ich habe diejenigen ausgewählt, welche die größten Abweichungen 
untereinander zeigten. Die übrigen fallen alle zwischen die mitgeteilten. 
Nur die Zahlen von Fr&my (9) habe ich unberücksichtigt gelassen. 





Tabelle VI. 
- Ar | As | A| 
Nasa O 12,16 
Shay .. 6307 6297 |6338 ||6526 |6475 | 6464 |63.20 163.73 |6381 |6361 |6275 Wem" 
Nas O : Sb, Os 


Aı-3 a bei RE Dy A bei Siedehitze; Analysen 
von Knorre und Olschewsky (10); Ci—4 von Heffter (11); D von Jander (12); 
E meine eigene. 


Wenn wir zuerst von der Reihe B absehen (diese Salze wurden 
bei Siedehitze gefällt), fällt sofort etwas auf: Mit Ausnahme von A, 
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und D ist bei allen das Verhältnis Na,0: Sb,O, mehr als 1:1, und 
zwar so viel mehr, daß es die Versuchsfehler sicher übersteigt. Die 
Ursache dieser Abweichung kann nur die sein, daß das Alkali der Ver- 
bindung nicht nur aus Natrium besteht, sondern darin, neben dem 
Natrium noch ein schwereres Element, wahrscheinlich das Kalium. 
auch enthalten ist. Hier finden wir also, und zwar auf ganz verschie- 
denem Wege, dasselbe, was ich bei der Alkoholfällung beobachtet 
habe. Nun, ich habe das Alkalichlorid auf Kalium geprüft und eine 
starke Reaktion bekommen. Die Menge des Kaliums ließ sich auch 
bestimmen, und zwar einmal zu 2,92, das andere Mal zu 3,14 Proz. 
des vorhandenen Gesamtalkalis. 

Wenn wir annehmen, daß das Alkali des sogenannten Natrium- 
pyrostibists zum Teil, und zwar zu etwa 3 Proz. aus Kalium besteht, 
und nun berechnen, wieviel Alkalioxyd, alles als NaĻO gerechnet, auf 
3 Proz. K,O + 97 Proz. Na,O 


100 Proz. Na, O 

also eine Zahl, die mit den meisten der obigen gut übereinstimmt. 
Mit diesen 3 Proz. Kalium ist der rätselhafte Überschuß, der bei der 
Alkoholausfällung festgestellt wurde, erklärt. 

Das abweichende Verhalten der Gruppe B läßt sich aus dem Umstande 
erklären, daß das Salz in der Siedehitze gefällt wurde, also andere Teilchen- 
größe besitzt. Dies, wie übrigens alle Ergebnisse meiner Arbeit, können 
auch als eine Stütze der Janderschen Theorie dienen, nach der die Salze 
der Antimonsäuren eigentlich Adsorptionsverbindungen seien; ich muß 
nur hinzufügen: mit deutlicher Bevorzugung der Pyrostruktur, was ich 
trotz der Behauptungen Tomulas aufrecht erhalten möchte. Wegen der 
Einzelheiten muß ich auf meine Dissertation verweisen. 

4. Die Herstellung des Reagens zu prüfen, war die komplizierteste 
Aufgabe der Arbeit. Die Vorschrift von Kramer und Tisdall, die dann 
auch von H. Müller und Richter-Quitiner unverändert übernommen 
wurde, ist folgende: In 500 cem kochendem Wasser werden 10 g Kalium- 
pyrostibiat eingetragen, 2 bis 3 Minuten gekocht, schnell abgekühlt. 
und dann 15 ccm 1l0proz. KOH zugegossen. Warum sie diese kom- 
plizierte Prozedur vornehmen lassen, haben sie nicht mitgeteilt. Ich 
mußte also jede Handlung einzeln untersuchen, um ihre Wirkung 
kennenzulernen. Ich verfuhr folgendermaßen: Die betreffende Handlung 
wurde allein variiert und so Reihen von Reagenzien hergestellt, die 
dann zur Bestimmung von bekannten Natriummengen verwendet 
wurden. Die Reagenzien, mit welchen eine gute Übereinstimmung 
nicht zu erzielen war, schieden aus. Bei den anderen habe ich den 
Mittelwert berechnet und diesen in Prozenten des Sollwertes aus- 
gedrückt. Diese Zahlen sind in den folgenden Tabellen aufgeführt. 

a) Ich fing mit dem Erhitzen an. Es stellte sich heraus, daß das 
Auflösen des Kaliumsalzes unter 100° ein unbrauchbares Reagens 


ein Sb, O, fällt, so bekommen wir = 1,016, 
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liefert; bei 100° aufgelöst, gibt es zwar übereinstimmende, aber etwas 
zu hohe Werte; dagegen richtige, wenn es 5 Minuten lang gekocht 
wurde. Eine Ausdehnung dieser Zeit auf 10 Minuten schadete nichts, 
dagegen bekam man wieder unbrauchbare Resultate, wenn man 
20 Minuten lang kochte (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 





Aufgelöst unter 95° 





Aufgelöst bei 95—100°. . ..... 105,1 

Gekocht 5 Minuten lang ..... 103,8 
n 10 n ne e e o e 103,7 
Š 20 9 gë H ya — 


b) Dann kam die Kalilaugenkonzentration an die Reihe. Je 50 cem 
einer 2proz. Kaliumpyrostibiatlösung, welche 5 Minuten lang gekocht 
wurde, habe ich der Reihe nach mit 0,5, 1,0, 1,5 usw. ccm 2n KOH 
versetzt, filtriert, über Nacht stehen gelassen und dann auf ihre Brauch- 
barkeit geprüft. Von 0.5 ccm an wächst die titrierte Antimonmenge 
bis zu 2,5ccm, von dort fällt sie wieder ab, wie es die Tabelle VIII 
zeigt. Folglich, da alle biologischen Flüssigkeiten ziemlich gepuffert 
sind, empfiehlt es sich die höchsterlaubte Konzentration, also 1,5 ccm 
2n KOH auf 50ccm zu nehmen. Wenn die Alkalinität infolge der 
Pufferung auch etwas sinkt, wird es in dieser Konzentration am 
wenigsten schädlich wirken. | 

c) Der Einfluß der Pyrostibiatkonzentration ist dem der KOH 
ähnlich, nur umgekehrt. Das heißt, es fällt bei den Proben, welche mit 
den niedrigsten Konzentrationen des Pyrostibiats angesetzt waren, 
zuerst viel aus, dann mit steigender Konzentration immer weniger; 
die ausgefällte Menge erreicht ein Minimum und steigt dann wiederum 
rasch an. Um das Minimum herum gibt es eine Zone, wo das aus- 
gefällte, titrierbare Antimon mit der Konzentration sich nur wenig 
ändert. Die Zone ist ziemlich breit, sie erstreckt sich von 1,5 bis 3,0 Proz. 
Ich wich deshalb von der schon eingebürgerten Konzentration, 10g 
Kaliumpyrostibiat auf 500 ccm Wasser (2 Proz.), nicht ab. Diese 
Lösung ist etwas verdünnter als Ze n (genau Tse pl für Natrium, 
d. h. 5 ccm genügen reichlich, um 1 cem 0,2 n oder 5 bis 6 mg Natrium 
auszufällen. 

d) Eine Erklärung für dieses sonderbare Verhalten kann ich nicht geben, 
will nur diese Tatsache mit einer anderen Beobachtungsreihe zusammen- 
stellen. Ich bestimmte, um ein Maß für die Hydrolyse zu gewinnen, in 
welcher ich die Ursache dieser Erscheinungen vermute, die Wasserstoffionen- 
konzentration der Lösungen. Alle Messungen erfolgten an der Gaskette mit 


der Kompensationsmethode. Als Elektrodengefäße habe ich die Hasselbalch- 
Michaelisschen Durchströmungselektroden verwendet. Bei der Stibiat- 
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Tabelle VIII. 
kak Gefunden sl pa PH 
Proz. `, 

ge 102,7 — 
1.0 | 103.4 10,48 
1,5 103,9 12,32 
20 | 106,1 12,58 
2,5 106,5 12,91 
3,0 103,9 13,10 
3,5 101,6 — 


und Kalilaugenreihe habe ich die fertigen Lösungen zur pg-Bestimmung 
genommen. Die erste Reihe — Erhitzen — lieferte unter diesen Umständen 
fast gleichbleibende Werte, deshalb habe ich die Pyrostibiatlösungen nach 
dem Abkühlen sofort, d. h. ohne KO H-Zusatz, gemessen. Diese Daten 
sind in der Tabelle X enthalten, diejenigen der anderen beiden Reihen in 
den Tabellen VIII und IX. 





n 85—900? l.a saural 7,26 
95— 100° . ..... 6,83 

Gekocht 10 Minuten lang ..... 6,74 
5 20 = a en de | 8,04 


Z 20 S «T 0.09 


Man ersieht aus den Daten, daß das Erhitzen einen eigenartigen Einfluß 
ausübt. Der Weasserstoffexponent geht zuerst langsamer, dann schneller 
zurück, erreicht ein Minimum und steigt dann sehr rasch in die Höhe. 
Erklären kann ich diesen Sachverhalt, besonders die anfängliche Abnahme 
des pg nicht, will nur die Parallelität mit den Natriumbestimmungen 
unterstreichen. Das Gebiet, in dem das Minimum in der pg-Reihe auftritt, 
ist für die Reaktion brauchbar; vor und nach dieser Zone geben die Lösungen 
sehr schlecht übereinstimmende Resultate. Ebenso auffallend ist die 
Parallelität in der Tabelle IX. Mit wachsender Stibiatkonzentration wächst 
auch der Wasserstoffexponent, erreicht ein Maximum dort, wo die für 
die Natriumbestimmung brauchbaren Konzentrationen liegen, und fällt 
dann wieder ab. Der Einfluß der KOH war vorauszusehen, mit wachsender 
Menge des Zusatzes wächst auch die pg. Es scheint auch hier bei 1,5 und 
2,0 ein relativer Grenzwert zu liegen, aber auf Feinheiten möchte ich keine 
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Theorie basieren, da die Messungen nicht sehr exakt durchführbar waren, 
wahrscheinlich deshalb, weil das Pyrostibiat sich mit dem Glase umgesetzt 
hat. Um brauchbare Werte zu bekommen, mußte man rasch arbeiten. 
Nach 40minutigem Verweilen der Lösung in der Elektrode gehen die 
Resultate ganz durcheinander. Eben deshalb mußte ich von der Aufnahme 
von Titrationskurven Abstand nehmen. So viel ist aber sicher, daß in allen 
drei Reihen diejenigen Konzentrationen für die Natriumbestimmung 
brauchbar sind, bei welchen die pg-Kurve einen Randwert hat (Erhitzen, 
Stibiatkonzentration) oder zu haben scheint (Kalilauge). 

So wurde die Herstellung des Reagens festgestellt. Meine Vor- 
schrift weicht nur in zwei Punkten von derjenigen von Kramer und 
Tisdall ab: Erstens, daß ich statt 10 Proz. 2n KOH nehme und daß 
ich etwas weiter kochen lasse, und zwar 4 bis 6 Minuten lang. Ich 
verfahre folgendermaßen: 1000 ccm destilliertes Wasser werden in 
einem Jenenser Kolben (1% bis 2Liter) zum Sieden erhitzt, dann 
mit 20 g Kaliumpyrostibiat versetzt und 4 bis 6 Minuten (nicht länger!) 
sieden gelassen. Nachher unter der Wasserleitung rasch abgekühlt, 
20 ccm 2n KOH puriss. zugegossen und durch ein aschefreies Filter 
in eine paraffinierte Flasche filtriert. Zweckmäßigerweise wird auch 
die Kalilauge in einer paraffinierten Flasche aufgehoben. Nach 
24stündigem Stehen ist das Reagens gebrauchsfertig. Ich bemerke 
gleich, daß es ziemlich haltbar ist ` ich habe eine Flasche nach 2 monatigem 
Stehen geprüft, und sie lieferte ganz genaue Resultate, vielleicht etwas 
zu niedrig: statt der allgemeinen 103 bis 104 nur 102,6 Proz. Der 
Unterschied liegt eben an der Grenze der Versuchsfehler. 


5. Die Anstellung der Reaktion. Leem der zu untersuchenden 
Lösung, im allgemeinen 0,05 n NaCl, wird mit 5 ccm Reagens versetzt. 
In der Zeit, wo ich gedacht habe, daß das Kalium mechanisch mit- 
gerissen wird, war ich bestrebt gewesen, den Niederschlag möglichst 
spät, dann aber rasch auszufällen, in dem Glauben, daß das sehr fein 
ausfallende Natriumsalz nichts von der Mutterlauge einschließen kann. 
Später bin ich davon abgekommen, als ich die feste Bindung des Kaliums 
einsah, und nun arbeite ich so, daß ich die zusammengegossene Natrium- 
lösung und Reagens mit einem Glasstab energisch rühre, bis sich ein 
sehr feinkörniger Niederschlag abscheidet und die Flüssigkeit absolut 
undurchsichtig geworden ist. Dies benötigt etwa 1 bis 2 Minuten Zeit; 
sollte dieser Zeitpunkt schon früher eintreffen (besonders bei konzen- 
trierten Lösungen von Natrium), so unterbreche ich doch das Rühren 
nicht vor %, Minuten. Nun werden 2 ccm 80proz. Alkohol tropfenweise 
unter beständigem Rühren zugegeben. Sollte dabei infolge des allzu 
schnellen Einlaufenlassens eine milchige Trübung, wenn auch nur für 
Bruchteile von Sekunden entstehen, so ist die Probe unbrauchbar 
geworden und auszugießen. Das hierdurch ausgefällte Kaliumpyro- 
stibiat läßt sich nur in den seltensten Fällen vollkommen auswaschen. 
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Nun reibe ich den Glasstab an den Wänden des Glases gut ab und gehe 
mit demselben zum nächsten Glase über. Langsam beschlägt sich 
der Stab mit einem ziemlich festhaftenden Niederschlag, nichtsdesto- 
weniger arbeite man ruhig weiter. Auch zum Aufwirbeln des Nieder- 
schlages und zum Abreiben der Wände des Glases beim Auswaschen 
nehme man denselben Stab, und man wird bemerken, daß der Stab 
langsam immer reiner und schließlich ganz blank wird. Dieses Ver- 
fahren verursacht keinen merklichen Fehler, obwohl es sehr gefährlich 
aussieht. Ich habe auch versucht, das Rühren zu umgehen, indem ich 
beim Alkoholzusatz das Glas dauernd schüttelte, bin aber davon ab- 
gekommen, weil die Resultate absolut unzuverläßlich wurden. 

Die Gläser werden dann. 34 bis 1 Stunde stehengelassen. 

Noch etwas muß ich hier erwähnen, und das ist der Einfluß des 
Volumens. Da der Fällungsalkohol auf l ccm Natriumlösung und 
Beem Reagens bestimmt wurde, muß dieses Volumen unbedingt ein- 
gehalten werden. Daß man nicht mehr nehmen kann, versteht sich 
von selbst, weil dann der Alkohol eben nicht mehr ausreicht, aber 
auch nicht weniger. Sollte die Natriumlösung zu konzentriert sein, 
so nehme man einen Bruchteil von l ccm, füle aber am besten im 
Glase selbst mit Wasser auf Leem auf. Aus demselben Grunde darf 
zu dem Inhalt der Gläser nichts (weder Alkohol noch Reagens) zum 
Austarieren zugegossen werden. Man muß entweder möglichst. gleiche 
Gläser verwenden oder in die Hülsen derselben Watte oder Zellstoff 
und dergleichen einstopfen, um gleiche Belastung zu haben. Es braucht 
nur beim ersten Zentrifugieren so streng verfahren zu werden, bei 
den eigentlichen Auswaschurigen ist selbst das doppelte Volumen 
nicht schädlich. 

6. Das Auswaschen. Den Gebrauch des Stabes habe ich schon 
erwähnt. Es empfiehlt sich, die Waschflüssigkeit so einzufüllen, daß 
sie an den Wänden des Glases herunterrieselt, dann zuerst mit dem 
Stabe die Wände gut abzureiben und zuletzt den Niederschlag. und 
zwar gründlichst, durchzurühren. Das Zentrifugieren geht sehr schnell. 
bei 3000 Umdrehungen genügt es, den Motor langsam einzuschalten 
und dann die Zentrifuge auslaufen zu lassen. Sollte sie sehr schnell 
‚ stehen bleiben, wie einige neuere Konstruktionen, so muß sie ent- 
sprechend länger unter Strom laufen. 

Das Abhebern geschieht am besten mit einer an die Wasserstrahl- 
luftpumpe angeschlossenen, nicht zu engen Kapillare, deren Ende 
umgebogen wird, und zwar nach der Mitte des Glases zu. Hierbei 
bleibt etwas mehr Flüssigkeit im Glase zurück, aber die Gefahr eines 
Verlustes wird wesentlich vermindert. Man muß Sorge tragen, die 
Wände des Glases, besonders beim ersten Abhebern, mit der Kapillare 
nicht zu berühren, da etwas vom Niederschlag an ihnen haftet. Später, 
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wenn man sie mit dem Glasstabe abgerieben hat, kann man etwas 
schneller arbeiten. 
Die Proben sind dreimal mit je 2 ccm 50 proz. Alkohol auszuwaschen, 


7. Die Türation. Hier muß ich die schönen, aber kaum bemerkten 
Untersuchungen von Kolb und Formhals (13) erwähnen. Sie haben ge- 
funden, daß fünfwertiges Antimon sich unter bestimmten Umständen 
quantitativ mit KJ umsetzt. Auf Grund ihrer Untersuchungen haben sie 
eine Methode zur jodometrischen Titration desselben ausgearbeitet. Ihre 
Resultate kann ich in folgendem zusammenfassen: 

Vorausgesetzt, daß alles Antimon in der Form von Pentachlorid vor- 
handen ist (also kein Oxychlorid), was durch geeignete Vorbehandlung zu 
erreichen ist, stellt sich beim Ansäuern und KJ-Zusatz jedesmal ein Gleich- 
gewicht ein. Dies ist hauptsächlich von der Konzentration der Säure und 
des Jodids abhängig, und zwar so, daß bei bestimmter Säurekonzentration 
die ausgeschiedene Jodmenge mit der Konzentration des Jodids und ebenso 
bei feststehender Jodidkonzentration mit der Konzentration der Säure 
zunimmt. Außerdem vermehrt auch ein Zusatz von Chloridionen das 
titrierbare Jod, dagegen wirken Erhöhung der Temperatur, Verdünnung 
und Weinsäurezusatz vermindernd. Kolb und Formhals bringen folgende 
Erklärung des Sachverhalts: Sind genügend H-Ionen vorhanden, so ist 
alles Antimon als SbCl, in Lösung, also gelten die Gleichungen: 


SbCl I> Sb" + 6 CU (1) 


Wenn die Cl’-Konzentration genügend hoch ist, so wird die Dissoziation 
zurückgedrängt, das Gleichgewicht also nach links verschoben. Da zwei 
Chloratome lockerer gebunden sind als die übrigen, ist es berechtigt, die 
Gleichung so zu schreiben: 

SbC1,.Cl;, + 2 I’ SbCL J; + 2C! (2) 
und schließlich: 
SbCl. Ja Z> SbCl, + J} (3) 

Der günstige Einfluß des Chloridzusatzes und der ungünstige der 
Verdünnung folgt aus Gleichung (1); ebenso der der H-Ionenkonzentration. 
Die Wirkung der Jodidionen geschieht dagegen nach Gleichung (2). Daß 
es sich um ein Gleichgewicht handelt, konnten Kolb und Formhals auch so 
bestätigen, daß sie es von der anderen Seite herstellten, indem sie berechnete 
Mengen SbCl, J usw. zusammenbrachten. Diese Verhältnisse hat H. Müller, 
der anscheinend die Arbeiten von Kolb und Formhals nicht kannte, be- 
stätigen können. Ich habe sie auch erst während meiner Arbeit aufgefunden, 
und unabhängig von ihnen bin ich zu denselben Resultaten gekommen. 


Es muß also genügend, und zwar überschüssiges KJ und Salz- 
säure vorhanden sein, damit das Gleichgewicht quantitativ nach rechts 
verschoben wird. Kolb und Formhals nehmen 20 bis 25ccm HCl 
(d = 1,125) und 0,5 bis 1,0g KJ auf 100 ccm Anfangsvolumen, was 
bei etwa 20 bis 30 ccm Verbrauch an Thiosulfat das Anderthalb- bis 
Dreifache der Theorie an KJ und 4 bis 6 Proz. HCl im Endvolumen 
entspricht. H. Müller nimmt für 0,1l cem Serum Leem HCl, Leem 
2proz. KJ, 2ccm Wasser und titriert mit 0,01 n Lösung, was einem 
Verbrauch von 2,0 bis 2,8 cem entspricht. Die Endkonzentration der 
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Säure ist 3,5 bis 4,5 Proz., KJ ist etwa fünffach mehr als theoretisch. 
Ich habe, um mit dem teueren KJ zu sparen, verhältnismäßig viel 
Säure genommen, und zwar 1,5 bis 2,0 ccm konzentrierte HCl und 
etwa 2 ccm 2proz. KJ auf 1,0 ccm 0,05 n Na oder 0,5 ccm Serumasche. 
Titriert habe ich mit 0,02 n Thiosulfat, der Verbrauch war also 5 bis 
8 ccm, und die Endkonzentration der Säure 4,5 bis 5,5 Proz., das KJ 
etwa 3,5fache der Theorie. 

Selbstverständlich gelten alle diese Zahlen nur bei den angegebenen 
Verhältnissen. Zuviel an Säure stört die Übergangsfarbe der Jod- 
stärke, daher muß man, wenn voraussichtlich weniger als die vor- 
geschriebenen 5 bis 8 ccm verbraucht werden, die Probe entsprechend 
verdünnen, um scharfen Endpunkt zu haben. Titriert man mehr, 
so wird das Volumen größer, die Konzentration der H- und Cl-Ionen 
geringer. Hierdurch verschiebt sich das Gleichgewicht nach links, 
und die erhaltenen Werte sind alle zu klein. Um dies von vornherein 
zu vermeiden, ist während der Titration entsprechend mehr Säure und 
KJ zu nehmen. 

Die Reihenfolge der Zusätze ist ziemlich gleich. Wichtig ist es 
aber, den Niederschlag gut zu verteilen. Zu diesem Zwecke verwende 
ich Kugelrührer mit etwas ausgezogener Spitze, die man sehr leicht 
selber herstellen kann. Bald wird man herausbekommen haben, wie 
groß die Kugel und wie lang die Spitze sein soll, um einerseits einen 
jeden Punkt des Glasbodens berühren zu können und andererseits 
doch ein energisches Rühren zu ermöglichen. Ich habe eine Halb- 
mikrobürette, 10 ccm Inhalt in 0,02 ccm geteilt, benutzt. Sie bietet 
manche Vorteile, die Genauigkeit der Ablesung ist zwar halb so groß 
wie bei den in 0,0l ccm geteilten Mikrobüretten, aber dies wird auf- 
gewogen durch das Fünffache an verwendbaren Volumen; und außer- 
dem kann man mit ihrer Hilfe alle sogenannten Makrotitrationen ohne 
weiteres vornehmen, sind doch 10 ccm schon eine ansehnliche Menge. 
Hat man keine solche zur Verfügung, so kann man die gewöhnlichen 
Mikrobüretten und 0.1 n statt 0,02n Thiosulfatlösung benutzen, nur 
muß man jede Probe dann entsprechend mit Wasser verdünnen. 


8. Die Berechnung. Die Reaktion verläuft im groben nach folgenden 
Gleichungen: 


2 Na + H,Sb,0” = Na, H, Sb, O}, (1) 
Na, H, Sb, O, + 12 HCl = 2 NaCl + 2 SbCl + 7 H30, (2) 
SbCl,.C, + 2 J' = SbCl, +2Cl! + Jg, (3) 


folglich werden auf l Äquivalent Natrium 2 Äquivalente Jod frei. 
Leem der 0,02n Thiosulfatlösung entspricht also Leem 0,01n Na 
oder 0,23 mg. Dieser Wert ist wegen des mitgefällten Kaliumpyro- 
stibiats etwas zu hoch. Der Überschuß variiert unter extremen Be- 
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dingungen zwischen 2 und 4,5 Proz., erreicht die Grenzen, besonders 
die untere, nur selten, und kann daher für einfachere Analysen, wo 
1 bis 1,5 Proz. Fehler nichts schaden können, mit 3 Proz. in Rechnung 
gebracht werden; d. h. die erhaltenen Werte sind durch 1,03 zu divi- 
dieren. Der Faktor für die Umrechnung auf Milligramme Natrium 
wird dadurch 0,223 für 0,02n Lösung und 1,116 für 0.1 n Lösung. 
Für feinere Bestimmungen muß der Faktor für jedes neue Reagens 
und neue Verhältnisse extra bestimmt werden. 

9. Die Glassorte und die Behandlung der Gläser. Dieser Punkt 
machte mir die meisten Schwierigkeiten. Es war von vornherein klar, 
daß die Gläser vom Reagens angegriffen werden, es fragte sich nur, 
ob man sie dennoch brauchen kann. Ich will nicht alle Versuche be- 
schreiben, die ich zu machen hatte, nur das Endresultat. Folgende 
Sorten erwiesen sich als mehr oder weniger unbrauchbar: Gewöhnliche 
Gläser, Jenaer Geräteglas, Durobaxglas, Thermometerglas 59™!, Die 
besten Resultate lieferte das grüne Jenaer Kaliglas. Die daraus her- 
gestellten Zentrifugiergläser (etwa 20 mm Durchmesser und 115 mm 
Länge, mit abgerundeter Spitze) vertragen am besten die Einwirkung 
des Pyrostibiats. Im Laufe der Zeiten werden sie auch angegriffen, 
was durch undurchsichtige Stellen sich verrät, welche offensichtlich 
durch die mazerierende Wirkung des Reagens und durch die mechanische 
des ziemlich harten Niederschlages hervorgerufen werden. Diese schad- 
haften Stellen liegen in erster Linie in der Spitze, in zweiter an den 
Seitenwänden, wo man sie beim Rühren, ohne gewollt zu haben, an- 
gekratzt hat. Es hat den Anschein, daß die Gläser ohne diese auch 
mechanische Inanspruchnahme kaum angegriffen sein würden. Haben 
diese Stellen sich sehr vermehrt, was im allgemeinen erst nach etwa 
100 Bestimmungen der Fall zu sein pflegt, und zeigen damit parallel 
die Resultate eine schlechte Übereinstimmung, so müssen die Gläser 
aussortiert werden. Man braucht sie aber nicht wegzuwerfen. Durch 
Ausglühen in der Gebläseflamme werden sie wieder absolut glatt und 
nach entsprechender Vorbehandlung wiederum brauchbar. Es empfiehlt 
sich, das Ausglühen vom Glasbläser vornehmen zu lassen, will man 
viele Verluste durch zu schnelles oder nicht gleichmäßiges Erhitzen 
und schlechtes Abkühlen vermeiden. Richtige Behandlung voraus- 
gesetzt, darf kein einziges Glas platzen. 

Die Gläser, vom Glasbläser neu oder ausgeglüht erhalten, sind 
noch nicht gebrauchsfertig; sie müssen ‚gehärtet‘‘ werden. Dies ge- 
schieht so, daß man die Ausfällung lege artis in ihnen vornimmt, nach 
2 bis 3 Stunden die überstehende Flüssigkeit abgießt, den restierenden 
Niederschlag in konzentrierter HCl auflöst, die Gläser gründlich aus- 
spült und diese Prozedur so lange wiederholt, bis ein angestellter Ver- 
such mit bekannten Mengen Natrium richtige Werte liefert. Es genügt 
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im allgemeinen ein drei- bis fünfmaliges Wiederholen. Die Gläser 
werden dann nach jeder Titration mit Bürste und Wasser ausgespült 
und abtropfen gelassen. Eine weitere Behandlung, sei sie mit Lauge 
oder besonders mit Chromschwefelsäure — wie üble Erfahrungen 
mich lehrten —, macht die Gläser absolut unbrauchbar, und man 
muß die ganze oben erwähnte Prozedur durchmachen, mit dem Unter- 
schied, daß sie manchmal noch länger dauert, bis man richtige Werte 
bekommt. 

Ein jedes Zentrifugierglas bekam eine Nummer mit Diamant eingeritzt. 
So konnte die Geschichte eines jeden genau verfolgt werden. Zur Illustration 
werde ich die Vorbehandlung des einen Satzes von Gläsern hier mitteilen. 
Aus diesen Zahlen kann man auch ersehen, wie genau die Methode arbeitet. 
Ich habe die Gläser am 20. März vom Glasbläser bekommen. In der Gebläse- 
flamme waren sie am 19. März. Nr. 15, 16, 25 und 26 wurden mit Wasser, 
Nr. 35, 36, 45 und 46 mit dem Reagens, Nr. 55, 56, 65 und 66 mit frisch 
bereiteter Chromschwefelsäure bis an den Rand gefüllt und 24 Stunden 
stehen gelassen. Am anderen Tage wurden sie gründlich ausgespült, 
abtropfen gelassen und nachher zur Reaktion verwendet. Kolonne 1 der 
Tabelle XI bringt die Resultate. Nach der Titration wurden sie ausgespült, 
mit dem Mund nach unten über Nacht stehen gelassen. Am anderen Tage 
die Reaktion wieder vorgenommen usw. 














Tabelle XI. 
aaa (Ne | I H 1 IV 

( 135 5,652 5,310 5,306 
SER 16 5,648 5,300 5,302 
Wasser » ` || > 5.576 5,382 5.304 
26 5.666 5.470 | 5,308 

| 35 5,506 5,300 5,300 5,306 

ee Adr 38 5.492 6,380 5.356 5,322 

| 45 5.570 5,392 5.342 6.300 

| 46 5.648 5,300 5.370 6,294 
( ı 55 5,540 5,254 5,290 
l | ap 5.628 | 5,530 5.312 
Säure + - 1 65 5.608 5,490 5.298 
| 66 5,570 5,426 5.300 


Die Zahlen der Kolonnen I bis IV geben die verbrauchte Anzahl 
Kubikzentimeter einer 0,02n Thiosulfatlösung. 100 Proz. Na würden 
5,166 entsprechen. 

Man ersieht daraus, daß die „alkalischen“ Gläser eine Reaktion mehr 
zur „Härtung‘‘' brauchten (ausgenommen Nr. 35), und auch dann war die 
Übereinstimmung zwar gut, aber nicht so gut, wie bei den „‚Wasser-Gläsern“. 
Dasselbe gilt, nur in etwas schwächerem Maße, für die ‚„Säure-Gläser‘. 
Wie schädlich diese Wirkung sein kann, möchte ich an noch einem Beispiel 
zeigen, und zwar an Durobax-Gläsern, welche, da sie weniger widerstands- 
fähig sind als die Kaligläser, stärker ansprechen. Bei den Kaligläsern kann 
man dasselbe beobachten, aber infolge ihrer größeren ‚„Härte‘‘ weniger 
deutlich. Alle Gläser der Tabelle XII wurden in ‚gehärtetem‘‘ Zustande 
der beschriebenen Behandlung unterworfen. 
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Tabelle XII. 


m ———— a — 
VORP el N | Verbraucht ccm | Mw | De 


r. 
2 SE 

Alkali. . 5,144 5,180 5,168 5,170 | 5,168 | 101,4 
Säure ... | 5,204 5,200 5,176 5,162 | 5,185 | 101,8 














. | 91, ILE, IIF, IB 
72, IIB, 62, 82 
71, 81, 92, 61 |5232 5,256 5,240 5,236 | 5,241 | 1029 
100 Proz. Na würden 5,093 ccm entsprechen. 

Erstens werden durch die Säure- bzw. Alkalibehandlung die titrierbaren 
Mengen Antimon vermindert, und zweitens die Abweichungen größer und 
unregelmäßiger. Ich will nur erwähnen, daß gleiche Behandlung und noch 
gute Oberfläche vorausgesetzt, je weicher ein Glas desto weniger Natrium 
darin gefunden wird, was um so auffallender ist, weil man eher das Gegenteil 
erwartet hätte. Es ist interessant, daß mit der älteren Form der Methode 
wir tatsächlich den Anschein bekommen haben, als ob die gewöhnlichen 
Zentrifugiergläser Alkali an das Reagens abgeben würden. Diese Beob- 
achtung, die auch in unserer Richtigstellung (14) erwähnt ist, möchte ich 
jetzt zurückziehen. 

Man läßt auch den Stab aus Jenaer Kaliglas anfertigen. Da die Glas- 
bläser meistens keine Stäbe aus Kaliglas auf Lager haben, habe ich mir 
so geholfen, daß ich ein entsprechendes Rohr in der Flamme zusammenfallen 
ließ und auf die notwendige Dicke (2 bis 3mm Durchmesser) auszog. Aus 
dieser sehr dickwandigen Kapillare sucht man die gleichmäßigsten Stellen 
aus, schneidet sie in etwa 150 bis 160 mm Länge ab und schmilzt unten 
und oben etwas ausgezogen zu. 

10. Die Grenzen der Methode sind in beiden Richtungen gegeben. 
Nach oben durch den Stibiatgehalt des Reagens, nach unten durch 
das Volumen der Reaktionsflüssigkeit. Es stellte sich heraus, daß in 
der mitgeteilten Form Natriumlösungen von n/40 bis n/5 Konzentration 
bequem bestimmt werden konnten. In Gewichten bedeutet dies: 
von 0,5 bis 6,0 mg Na in Leem. Beide Grenzen ließen sich leicht ver- 
schieben, aber momentan besteht keine Notwendigkeit dafür. Aus 
2 ccm (im Notfalle auch aus Leem) Serum können zwei bis drei Parallel- 
bestimmungen gemacht werden, und diese Menge dürfte immer zu 
verschaffen sein. Es würde keine großen Schwierigkeiten machen, 
die Methode auf noch kleinere Mengen auszuarbeiten, man müßte 
zuerst das Ausfällungsvolumen wesentlich verkleinern und eventuell 
mehr Alkohol nehmen. 

11. Einfluß fremder Ionen. Die üblichen Anionen, wenn sie nur 
in den Kationen äquivalenten Mengen vorhanden sind, stören nicht. 
Unter den Kationen dürfen nur die Alkalien anwesend sein, selbst Mg 
wird, wenn auch nur in Spuren, mitgefällt. Reinstes KCI allein in 
normaler Lösung gab mit dem Reagens und Alkohol keine Fällung. 
H,NClblieb nur bis 0,5 n Konzentration klar, bei n erfolgte eine Fällung;; 
bei einem technischen RbCl war die Grenze 0.1 n. Cs stand mir nicht 
zur Verfügung, ebenso Li nicht. Mit 1 cem 0,05 n Na-Lösung angesetzt. 
ergab sich folgendes Resultat: 
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Tabelle XIII. 
| | Gefunden Gefunden 
0,05 n NaCl allein . . .| 108,85 — Ñ 
S 0,05nKCl|| 103,2 0.05 n Na Cl + 0,05n (NHA C) 103,1 
R 0,10n „ 00,0 v +010n „ 101,9 
+ 0,20n „ 98,1 a +020n „ 98,9 





Der Zusatz der fremden Kationen vermindert das ausgefällte 
Pyrostibiat; diese Wirkung ist ziemlich groß, wenn dieselben in größerer 
Konzentration als die des Natriums vorhanden sind, doch kaum merklich 
in Äquivalenten. Diese Störung zu umgehen, bieten sich zwei Möglich- 
keiten; die eine, eine größere Menge Alkohol zur Fällung zu verwenden, 
die andere, für solche Verhältnisse mit anderen Faktoren als 1,03 zu 
rechnen. Ich würde den letzteren Weg gehen, weil die Resultate an 
sich eine vollkommene Übereinstimmung zeigen. Da aber in der Biologie 
kaum jemals vorkommt, daß K oder H,N’ die Menge des Na’ wesentlich 
übersteigen, und auch sehr selten, daB sie sie erreichen, habe ich es 
unterlassen, an der Methode zu modifizieren. 

12. Hier werde ich einschalten, was ich über die Bestimmung 
des Natriums im Serum sagen kann. Meine Analysen habe ich an ver- 
aschtem Serum ausgeführt. Da ich keine Säure zu der Asche zugesetzt 
habe, bleiben Ca und Mg bei der Extraktion mit Wasser als Carbonate 
im Rückstand. Auf diese Weise kann man ihre störende Gegenwart 
vermeiden. 

Unveraschtes Serum direkt angesetzt, gibt nach dieser Methode 
unverläßliche Werte. Die Abweichungen sind so groß, daß sie durch 
die Annahme, daß Ca und Mg mitgefällt werden, nicht restlos erklärt 
werden können. Bis jetzt konnte ich in diesen komplizierten Verhält- 
nissen keine Klarheit schaffen. So viel steht schon fest, daß die Serum- 
kolloide, vor allem die Eiweißkörper, die Fällung beeinflussen. 

Die bisherigen Resultate, die mit meiner Methode erzielt worden 
sind, wurden auf dem diesjährigen 28. Kongreß der Deutschen Gesell- 
schaft für innere Medizin in Kissingen von H. Petow und W. Siebert 
unter dem Titel: ‚Über die Permeabilität der Erythrocyten“ mit- 
geteilt. Die Fehler der Parallelbestimmungen betrugen durchschnittlich 
0,4 bis 0,6 Proz. ; also hat die Methode die an sie gestellten Anforderungen 
erfüllt. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Geh. Medizinalrat Prof. 
Dr. W. His, dem Direktor der ersten medizinischen Klinik der Charite, 
und Herrn Oberarzt Dr. H. Petow, dem Leiter des Laboratoriums. 
meinen aufrichtigsten Dank für ihre Großzügigkeit, mit der sie die 
Mittel der Klinik mir zur Verfügung stellten, an dieser Stelle auszu- 
sprechen. 





Jodometrische Mikrobestimmung des Natriums. 441 


Zusammenfassung. 


l. In Übereinstimmung mit älteren Angaben wurde die Löslichkeit 
des Natriumantimonats in verschieden konzentrierten Alkohollösungen 
neu bestimmt. Aus diesen Zahlen stellte es sich heraus, daß — entgegen 
dem bisherigen Gebrauch von 30proz. — 50proz. Alkohol die geeignetste 
Waschflüssigkeit ist. Der durch 30proz. Alkohol verursachte Verlust 
wird zu etwa 1 bis 3 Proz. berechnet. Dies wird Auren Auswaschungs- 
versuche bestätigt. 

2. Die Untersuchung des Fällungsalkohols ergab, daß mit steigen- 
der Konzentration desselben steigende Mengen von nicht wieder aus- 
zuwaschendem Antimonat gefällt werden. Falls verdünnter Alkohol 
angewendet wurde, hatte diese Zunahme bei bestimmtem (etwa 20 proz.) 
Alkoholgehalt einen relativen Randwert. An diesen Stellen wurden 
3 Proz. Natrium mehr als erwartet berechnet. 


3. Die beiden Fehlerquellen — Verlust durch 30proz. Alkohol 
und Mehrausfällung durch 20proz. Endkonzentration des Fällungs- 
alkohols — haben entgegengesetzte Vorzeichen und heben deshalb 
einander zum größten Teil auf. Dieser Umstand erklärt, wie die bis- 
herigen Methoden, trotz ihrer Fehler, unter günstigen Verhältnissen 
zu richtigen Resultaten kommen konnten. 

4. Als Ursache dieses Überschusses wurde ein fest gebundener 
Kaliumgehalt des Niederschlages gefunden. Er beträgt im Mittel 
3 Proz. Dies konnte durch eigene Analysen und auch aus den Zahlen 
von älteren Forschern (Knorre und Heffter, Jander) be- 
stätigt werden. 

5. Die Vorschrift von Kramer und Tisdall zur Herstellung des 
Reagens wird durchgeprüft. Der Einfluß der verschiedenen Details 
— Erhitzen, Kalilaugenkonzentration, Antimonatgehalt — wird, jeder 
für sich, durch Reihenversuche untersucht. Die Resultate lassen er- 
kennen, daß die Natriumbestimmung nur bei bestimmten Werten 
dieser Details brauchbare Zahlen liefert. Es ist interessant, daß die 
gleichzeitig gemessene Wasserstoffionenkonzentration an denselben 
Stellen einen Randwert hat (Erhitzen, Antimonatgehalt) oder zu haben 
scheint (Kalilaugenkonzentration). 

6. Es wurden die einzelnen Glassorten auf ihre Wiederstands- 
fähigkeit und mithin auf ihre Brauchbarkeit geprüft. Am besten 
hat sich das Jenaer Kaliglas bewährt. Es wird eine „Härtungs- 
prozedur‘‘ und die Regeneration der unbrauchbar gewordenen Gläser 
beschrieben. 

7. Der störende Einfluß fremder Kationen wurde ermittelt. Das 
Resultat ist folgendes: Es werden Ca” zu einem großen Teil, Mg“ 
in Spuren mitgefällt, sie dürfen also bei der Bestimmung nicht an- 
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wesend sein. K und NH, stören bis zu den dem Natrium äquivalenten 
Konzentrationen kaum merklich, in wesentlich höheren vermindern 
sie jedoch das ausgefällte Antimonat. Da dieser Fall in der Biologie 
kaum jemals vorkommt, ist diese Wirkung nicht von Belang. 


8. Wenn die Veraschung der organischen Substanz ohne Säure- 
zusatz erfolgte, kann aus dem wässerigen Extrakt der Asche das Natrium 
ohne weiteres bestimmt werden, da das vorhandene Carbonat aus- 
reicht, um das Ca und Mg zurückzuhalten. Direkt in dem unveraschten 
Serum angesetzt, gibt die Methode in ihrer heutigen Form unzuver- 
lässige Werte. Die Ursache dieser Störung dürfte in der Wirkung der 
Serumkolloide, vor allem der Eiweißkörper, zu suchen sein. Um diese 
Wirkung zu studieren, sind Versuche im Gange, welche aber bisher 
noch keine Klarheit geschaffen haben. 


Auf Grund dieser Versuche wird die folgende Methode angegeben: 

Leem Natriumlösung wird mit B ccm Reagens in einem ..ge- 
härteten‘‘ Zentrifugierglase versetzt und so lange mit einem Glasstabe 
gerührt, bis ein reichlicher Niederschlag entstanden ist. Dauer 1 bis 
2 Minuten. Nachher gießt man tropfenweise unter beständigem Rühren 
2 ccm 80vol.-proz. Alkohol hinzu. Die Gläser bleiben %, bis 1 Stunde 
stehen und werden dann abzentrifugiert. Nachdem die Flüssigkeit 
abgehoben wurde, wäscht man den Niederschlag dreimal mit je 2 ccm 
50vol.-proz. Alkohol aus. Nach der letzten Waschung werden 1,5 bis 
2,0 ccm konzentrierter, chlorfreier HCl und 2 cem 2proz. K J-Lösung 
zugegossen, der Niederschlag bis zur vollkommenen Lösung verrieben 
und das ausgeschiedene Jod titriert. 


Man verwende dazu eine Halbmikrobürette, 10 ccm in 0,02 ccm 
geteilt, und 0,02n Thiosulfatlösung; Verbrauch 5 bis 10 cem, falls die 
Konzentration der Natriumlösung 0,05 bis 0,10n war, was 0,5 ccm 
Serumasche entspricht. Hat man keine Halbmikrobürette zur Ver- 
fügung, so kann man auch die gewöhnlichen Mikrobüretten, 2 ccm 
in 0.01 ccm geteilt, und 0.1 n Thiosulfat verwenden. In diesem Falle 
ist das fehlende Volumen an Wasser, etwa B ccm, vor dem Beginn 
der Titration zuzugießen. Für andere Mengen von Natrium als oben 
angegeben, ist entsprechend mehr oder weniger HCl bzw. KJ zu nehmen. 


Ist man mit auf etwa 1 bis 1,5 Proz. genauen absoluten Werten 
zufrieden, so sind die Anzahl Kubikzentimeter Thiosulfat, um Milli- 
gramm Natrium zu erhalten, mit 0,223 bzw. 1,116 zu multiplizieren. 
je nachdem 0,02 oder 0,10n Lösung zur Titration angewendet wurden. 
Will man genauere Resultate haben, so muß der Faktor eines jeden 
Reagens mit einer bekannten Natriumlösung eingestellt werden. Falls 
man ausgewogene Instrumente verwendet, sind die größten Ab- 
weichungen der Parallelbestimmungen etwa 0,4 bis 0,6 Proz. 
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Nephelometrische Untersuchungen über fermentative 
Eiweißspaltung. 


II. Mitteilung: 
Der Einfluß von Ionen auf die peptische Verdauung. 


Von 
P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universität, 
Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1924.) 
Mit 24 Abbildungen im Text. 


L 

In vorangehenden Arbeiten!) war gezeigt worden, wie die nephelo- 
metrische Analyse der schnellen und genauen Bestimmung sehr kleiner 
Eiweißmengen nutzbar gemacht werden kann. Nachdem eine Methodik 
der Mikroeiweißbestimmung ausgearbeitet worden war, wurde sie in 
den Dienst fermentativer Untersuchungen gestellt und die Spaltung 
von Serumalbumin durch Pepsin mit ihrer Hilfe in größeren Versuchs- 
reihen studiert. Es konnte gezeigt werden, daß das Bild der peptischen 
Verdauung sich dem anderer bekannter Fermentspaltungen anschließt. 
indem die die peptische Spaltung darstellende Kurve im Beginn der 
Spaltung geradlinig verläuft und sich dann allmählich abflacht. Die 
Variation der Fermentmengen bei gleichen Substratmengen_ zeigte, 
daß unter den gewählten Bedingungen im Bereich des geradlinigen 
Kurvenverlaufs bei gleichen Umsätzen die Fermentkonzentrationen 
sich umgekehrt proportional den Spaltungszeiten verhalten. Eine 
Variation der Substratmengen bei gleichen Fermentmengen ergab 
keine durchsichtige gesetzmäßige Beziehung. 

Als nächste Aufgabe des Studiums der peptischen Eiweißspaltung 
ergab sich die Untersuchung des Einflusses, den die verschiedenen 


1) P Rona und H. Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 461, 478, 1923. 
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Ionen auf die Spaltung bei variierenden äußeren Bedingungen auszuüben 
imstande sind. 

Einmal war die Aufklärung der Wirkung, die die in der Substrat- 
Fermentmischung nicht vermeidbaren anorganischen Ionen auf den 
Verlauf der fermentativen Spaltung ausüben, die notwendige Voraus- 
setzung für jedwede weitere Untersuchung, die die Aufklärung der 
Gesetzmäßigkeiten oder der Einwirkung äußerer Faktoren, wie z. B. 
Gifte, auf den Spaltungsvorgang zum Ziele hat. 

Des weiteren aber schien es uns von Bedeutung, festzustellen, ob 
die Beziehungen, die von Rona und Mislowitzer!) zwischen den H-Ionen 
und anderen anorganischen Ionen bei der autolytischen Spaltung von 
Lebereiweiß gefunden worden waren, ganz allgemein für proteolytische 
Fermente, also auch für die peptische Verdauung Geltung haben. 
Bei diesen Untersuchungen wurde gefunden, daß die Wirkung von 
Ionen speziell von Kationen auf die Spaltung in weitem Maße von der 
Acidität des Mediums abhängig ist und daß sich je nach der H-Ionen- 
konzentration die Reihenfolge der nach ihrer Wirkungsstärke geordneten 
Ionen ändern, ja daß sich sogar ihre Wirkungsrichtung umkehren läßt). 

In gleicher Richtung wurde in vorliegender Arbeit die Ionen- 
wirkung bei variierenden Aciditäten studiert. 

Hierzu eignete sich die von uns ausgearbeitete Untersuchungsform 
der peptischen Verdauung in besonderem Maße, da das Substrat aus 
weitgehend ionenfrei dialysiertem Serumalbumin bestand, die Ferment- 
lösung aber infolge der Empfindlichkeit der Methode in außerordentlich 
geringer Konzentration (durchschnittlich etwa 1: 600000!) angewandt 
werden konnte. 

Hierdurch war das Ausgangssystem Substrat-Ferment als praktisch 
ionenfrei zu bezeichen und die Beherrschung und Dosierung zugesetzter 
Ionen ermöglicht. 

Die Untersuchungen wurden derart angestellt, daß zuerst unter mög- 
lichstem Ausschluß anderer anorganischer Ionen der Einfluß des H-Ions 
ermittelt wurde. Das Optimum der H-Ionenkonzentration sowie die die 
H-Ionenwirkung darstellende Kurve wurden festgelegt. 

Sodann wurde bei festgehaltener H-Ionenkonzentration der Einfluß von 
Kationen und Anionen quantitativ verglichen. Diese Vergleiche wurden 
unter variierenden Konzentrationen der Elektrolyte (n/2 bis etwa n/200 bis 
n/400) angestellt. 

Die Versuche wurden dann bei völlig gleichen Bedingungen bei anderen 
H-Ionenkonzentrationen wiederholt, derart, daß die Ionenwirkung beim 
H-Ionenoptimum selbst, sowie auf der sauren und der alkalischen Seite des 
H-Ionenoptimums studiert wurde. 


Zur Anwendung gelangten als Kationen Na, RK. Ca”, zum Teil such 
Al”, als Anionen CH. NO, und SO‘. 


1) P. Rona und E. Mislowitzer, diese Zeitschr. 146, 1, 1924. 
2) Vgl. hierzu Hahn und Harpuder, Z. f. Biol. 71, 287, 1919 (Amylase). 
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Alle Versuche wurden in Parallelen gearbeitet und stets mehrere Male 
angestellt. Die gegebenen Tabellen und graphischen Darstellungen geben 
nur einen Auszug aus durch zahlreichere Versuche sichergestellten Er- 
gebnissen. 

Was die Methodik der Untersuchungen betrifft, so ist dieselbe in 
früheren Arbeiten so eingehend dargestellt worden, daß sie hier nur ganz 
kurz skizziert werden sollt). 

Als Substratlösung diente Pferdeserumalbumin. Dasselbe wurde 
dadurch gewonnen, daß Pferdeserum mit dem gleichen Volumen gesättigter 
Ammoniumsulfatlösung versetzt wurde, das ausgefallene Globulin abfiltriert 
und das Filtrat mehrere Wochen gegen fließendes Wasser und schließlich 
gegen Aqua dest. dialysiert wurde, bis es keine Ammonium- bzw. SO,- 
Reaktion mehr zeigte. Die mit Toluol versetzte, meist etwas trübe Lösung 
wurde vor Gebrauch klar filtriert. Als Fermentlösung dienten Auflösungen 
von „Pepsin Finzelberg‘‘ (es kann selbstverständlich jedes andere gute 
Pepsinpräparat verwendet werden) in einer Verdünnung von 1: 50000. 
Von dieser Verdünnung — dieselbe wurde bei Versuchen bei optimaler 
H-Ionenkonzentration verwandt, für außerhalb des Optimums liegende 
Versuche kamen Konzentrationen von 1: 10000 bis 1: 50000 in Anwendung 
— dienten 2ccm zu jedem Versuch. 

Zu den Versuchen kamen in Reagenzgläser etwa 2,5 cem Serumalbumin- 
lösung (2 bis 4ccm ausprobiert je nach der Albuminkonzentration der 
angewandten Lösung) und 5ccm HCl fünffach so stark, als zum Versuch 
gewünscht. Hierzu wurden beim Leerversuch 12,5 ccm Aqua dest., beim 
Salzversuch 12,5 cem Salzlösung doppelt so stark als die gewünschte Ver- 
suchskonzentration gegeben und die Röhrchen mit Aqua dest. auf 23 ccm 
aufgefüllt. Für jeden Versuchspunkt wurden je zwei gleiche Gläser (Parallele) 
vorbereitet. Für jedes Reagenzglas wurden vier Bechergläser vorbereitet. 
Wurden, wie meistens, ein Leerversuch und drei verschiedene Salzarten 
bzw. Konzentrationen gleichzeitig angesetzt, so wurden also acht Reagenz- 
gläser und 32 Bechergläser vorbereitet. In jedes Becherglas kamen 5 ccm 
so starker Natronlauge, wie die Säuremenge der fertig verdünnten Lösungen 
in den Reagenzgläsern betrug. Wurden beispielsweise in die Reagenzgläser 
B ccm n/50 HCl gegeben (Endvolumen 25 ccm, also endgültige HCI-Kon- 
zentration n/250), so kamen in die Bechergläser 5 ccm n/250 NaOH. Diese 
dienten zur Neutralisation der während der Spaltung entnommenen Lösungs- 
proben, wodurch die Spaltung bei der Entnahmezeit augenblicklich unter- 
brochen wurde. Die 23 in den Reagenzgläsern befindlichen Kubikzentimeter 
Lösung wurden mittels Pipette sorgfältig durchmischt. öccm wurden 
entnommen und hiervon 4,5 ccm in je ein Bechergläschen fließen gelassen. 
0,5 ccm wurden verworfen. Zu den Bechergläschen wurden 0,5ccm H,O 
gegeben. Daß nicht 5 ccm Lösung wie bei den weiteren Entnahmen, sondern 
nur 4,5 ccm bei der ersten Entnahme in die Bechergläser gegeben wurden, 
findet seinen Grund darin, daß die in den Reagenzgläsern restierenden 
18 ccm erst jetzt durch 2 ccm Fermentlösung verdünnt wurden. Hierzu 
wurden die Reagenzgläser sowie die Fermentlösung getrennt in einen 
Thermostaten von 40°C gebracht und etwa 15 Minuten zur Vorwärmung 
ruhig stehengelassen. Sodann wurde bei einer genau markierten Zeit in 
jedes Reagenzglas 2 ccm Fermentlösung getan und gut durchmischt. Die 





1) P. Rona und H. Kleinmann, l. c. ferner H. Kleinmann, dies 
Zeitschr. 99, 115, 1919; 187, 144, 1923. 
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Röhrchen blieben sodann im Thermostaten bei 40°. In genau abgemessenen 
Abständen von 10,°20 und 30 Minuten wurden aus jedem Reagenzglas 
mittels Pipette 5 ccm Lösung entnommen und in je ein Becherglas zu den 
B cem NaOH-Lösung fließen gelassen. Nach 30 Minuten war der Versuch 
beendet. Die restierenden 5 ccm in den Reagenzgläsern dienten zur Be- 
stimmung der pg mittels der Gaskette.e Von jedem Versuchsröhrchen 
waren jetzt also Proben vor der Spaltung und nach 10-, 20- und 30 minutiger 
Spaltung vorhanden. Die Eiweißmengen der in der Spaltung entnommenen 
Proben wurden nun gegen die der vor der Spaltung entnommenen Probe, 
deren Eiweißgehalt zu 100 Proz. angenommen wurde, bestimmt. Hierzu 
kamen in jedes Bechergläschen Beem 25proz. HCl und "eem 20proz. 
Sulfosalicylsäurelösung. Nach 3- bis S5minutigem Stehen wurden die 10-, 
20- und 30-Minuten-Lösungen gegen die Vorspaltungslösung nephelo- 
metrisch gemessen und so ihr Eiweißgehalt bestimmt. Zur Messung diente 
das Nephelometer von Schmidt und Haensch. Hinsichtlich der nephelo- 
metrischen Technik sei auf die vorangehenden Arbeiten verwiesen. 

Alle Messungen müssen mit größter Genauigkeit unter Anwendung von 
Stoppuhr und möglichst geeichten Pipetten, Büretten usw. erfolgen. Die 

reinstimmung der Parallelversuche und die Analysenresultate sind dann 
ausgezeichnet. 


Als Salze dienten Lösungen reinster Salze (puriss. pro analysi) 
Kahlbaum. 


II. Versuche über den Einfluß der H-Ionen auf die peptische Spaltung. 


In folgenden Versuchen wurde der Einfluß der H-Ionen durch 
systematische Variation der HCl-Menge in möglichster Abwesenheit 
sonstiger Ionen ermittelt. Tabelle I gibt einen Vorversuch, der die 
Einwirkung der angewandten Säuremengen — ohne Fermentzusatz — 
auf die Eiweißlösungen untersucht. Tabelle II und III (Abb. 1 und 2) 
zeigen den Einfluß der H-Ionen auf die Spaltung. Abb. 2 zeigt die der 
Tabelle III entnommenen Beziehungen zwischen pa-Konzentration und 
Eiweißumsatz bei gleichen Zeiten. Tabelle IV (Abb. 3 und 4) zeigen 
die gleichen Versuche, aber mit einer anderen Albuminlösung. 

Die Versuche zeigen das Vorhandensein eines deutlichen H-Ionen- 
optimums für die peptische Spaltung. Nach der sauren Seite — vom 
Optimum aus betrachtet — nimmt die Spaltung allmählich, nach der 
alkalischen sehr steil ab. Das Optimum der Spaltung liegt bei den 
Versuchen der Abb. 1 und 2 bei einem py von etwa 2,6, bei den Versuchen 
der Abb. 3 und 4 bei einem De von etwa 21. 

Bei dieser Differenz handelt es sich sicher nicht um einen Versuchs- 
bzw. Beobachtungsfehler, denn beide Resultate wurden durch mehrere 
Versuche bestätigt, sondern um das SES der Anwendung zweier 
verschiedener Substratlösungen. 

So kann eine nicht vollkommene Dialyse des Substrats das 
H-Ionenoptimum verschieben. Wir fanden bei sorgfältiger Dialyse das 
Optimum gewöhnlich bei 2,1 bis 2,2. Mit Lösungen, die dieses H-Ionen- 
optimum aufwiesen, wurden die folgenden Ionenversuche angestellt. 
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Abb. 1. (Tabelie Il.) Abb. 2. (Tabelle IIL) 
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Abb. A (Tabelle V.) Abb.6. (Tabılle V1.) 
O Wasserwert. O NaCl, A KCL X CaCl. 
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III. Versuche über den Einfluß von Ionen auf der sauren Seite des H-Ionen- 
optimums bei einer pyg von etwa 1. 
(Tabelle V bis IX. Abb. 5 bis 0.1 

In folgenden Versuchen wurde der Einfluß von Ionen bei einer 
Acidität des Mediums von etwa pa = 1 (HCl-Konzentration etwa n/10) 
geprüft. 

Zur Anwendung gelangten Na’, K’, Ca” als Chloride in äquivalenten 
Lösungen in Konzentrationen von n/2, n/4, n/80 und n/200. Außerdem 
wurde NO; als NaNO, in Konzentrationen von n/2 und n/200 an- 
gewandt. 

Die Versuche zeigen, daß alle Kationen als Chloride in Kon- 
zentrationen von n/2 henımend wirken. In Konzentrationen von n/40 
an abwärts war eine deutliche Wirkung nicht mehr erkennbar. 

In gleichem Sinne wie NaCl wirkte NaNO,. Bei Konzentrationen 
n/2 deutliche Hemmung, bei einer Konzentration von n/200 keine 
Wirkung mehr wahrnehmbar. Die Reihenfolge der Wirkungsstärken 
der Kationen war Na, Ca, KE, wo Na’ die stärkste, K die schwächste 
Hemmung bedingte. 

Die Hemmung bei n/2 war sehr deutlich. Die Größenordnung 
in Prozenten ist aus den Abbildungen ersichtlich. 


IV. Versuche über den Einfluß von Ionen im H-Ionenoptimum pe 2,2. 
(Tabelle X bis XIII. Abb. 10 bls 13.) 


Der Einfluß von Ionen bei einer Acidität von pe 2,2 wird geprüft. 
Zur Prüfung gelangen Na‘, K. Ca” als Chloride in Konzentrationen 
von n/2, n/50, n/100, n/200. 

Die Versuche zeigen, daß Salzkonzentrationen von n/100 bis n/200 
keinen meßbaren Einfluß auf die Spaltung ausüben. Bei einer Kon- 
zentration von n/50 an beginnt die hemmende Wirkung der Ionen sich 
bemerkbar zu machen. Bei einer Konzentration von n/2 ist der 
hemmende Einfluß sehr deutlich. Die Reihenfolge der wirksamen 
Kationen ist auch hier Na’, Ca”, K’. 


V. Versuche über den Einfluß von Ionen nach geringer Überschreitung des 
Optimums nach der alkalischen Seite po etwa 2,6. 
(Tabelle XIV bis XX. Abb. 14 bis 20.) 

Die Versuche wurden wie die vorhergehenden mit Na, K. Ca”, 
außerdem noch mit Al” als Chloride sowie mit NO, und SO, als Na. 
Salze angestellt. 

Die Salzkonzentrationen bewegten sich zwischen n/2 bis n/200. 

Wie die Versuche zeigen, üben auch bei einer pa von 2,6 starke 
Salzkonzentrationen (n/2) eine hemmende Wirkung aus. Geringe 
Salzzusätze (n/200) dagegen verursachen auf der alkalischen Seite des 
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Optimums eine deutliche Förderung. Dazwischen liegende Kon- 
zentrationen n/20 zeigen dazwischen liegende Werte, und zwar je 
nach der Wirkungsstärke des Ions hemmen sie noch oder fördern 
schon. 

Die Reihenfolge der Wirkungsstärke ist auch bei der Förderung 
die gleiche wie bei der Hemmung, und zwar fördert Na am stärksten, 
dann Ca”, dann K. Die bei der Hemmung wirksamsten Ionen sind 
auch am wirksamsten bei der Förderung. AI” hemmt stark. Eine 
genaue quantitative Beziehung zu den übrigen Kationen stößt aber 
beim AI” auf Schwierigkeiten, da ein Zusatz von AlCl, die Acidität 
des Systems nach der alkalischen Seite verschiebt. Ein genauer Aus- 
gleich dieser Verschiebung durch Zusatz von HCl gelingt nicht immer 
leicht und vermehrt auch die Cl-Ionen, wodurch eine weitere Ungleich- 
artigkeit der Vergleichslösungen bedingt wird. Deshalb beschränkten 
wir uns bei den Arbeiten mit AI” nur auf diesen Versuch, um die 
prinzipielle Gleichartigkeit der Wirkung auch dreiwertiger Ionen dar- 
zutun. NO, und SO, wirken im Prinzip völlig gleichartig wie CT. 
Starke Lösungen (n/2) hemmen, schwache (n/200) fördern, Mittel- 
konzentrationen geben Mittelwerte. 


VL Versuche über den Einfluß von Ionen bei starker Überschreitung des 
H-Ionenoptimums nach der alkalischen Seite, py etwa 4. 
(Tabelle XXI bis XXIV. Abb. 21 bis 24.) 

Die Versuche wurden wie die vorigen bei einer Acidität von etwa 
n/1000 HCI ausgeführt. Zur Untersuchung kamen Na, K. Ca” als 
Chloride. Außerdem NO, als Na-Salz. 

Ein Vergleich über die Wirkungsstärken des H- und Na’-Ions 
wurde derart ausgeführt (Tabelle XXIII, Abb. 23), daß zu einem System 
von der Acidität n/1000 HCl je die gleichen Volumen n/200 NaCl und 
n/200 HCl gegeben wurden. 

Die Versuche bei einem Säuregehalt von etwa n/1000 HCl geben 
keinen quantitativ vergleichbaren Wert der einzelnen Ionenarten, da es 
unmöglich ist, die Acidität aller Versuche absolut gleich zu halten und 
geringe Schwankungen der Acidität schon an sich große Ausschläge 
verursachen. 

Doch zeigen die Versuche deutlich, daß bis zu einer bestimmten Salz- 
konzentration keine Hemmung durch Salze stattfindet, sondern nur 
starke Förderung. n/4 Lösung fördert noch stark, während n/2 keinen 
deutlichen Einfluß mehr erkennen läßt. NaNO, wirkt auch hier völlig 
analog NaCl. Um einen ungefähren quantitativen Anhaltspunkt zu 
haben, in welchem Verhältnis die Wirkungsstärke des H-Ions zu den 
anderen Kationen steht, wurde die fördernde Wirkung einer n/200 HO 
gegen die Wirkung einer n/200 NaCl-Lösung gemessen. Es zeigte 
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Abb. 13. (Tabelle XII.) 
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Abb. 15. (Tabelle XV.) 
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Abb. 17. (Tabelle XVIL) 
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Abb. 14. (Tabelle XIV.) 
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sich, daß in den das zugesetzte H-Ion enthaltenden Lösungen der 
Eiweißumsatz in gleichen Zeiten etwa dreimal so groß war als in den 
das Na-Ion enthaltenden. 

Diese Zahlenangabe ist nur eine angenäherte und soll nur zur 
Orientierung über die Größenordnungen, die in Frage kommen, dienen. 


VII. Besprechung der Versuche. 


Betrachten wir die vorliegenden Versuche, so fällt deutlich eine 
Gesetzmäßigkeit in dem Verhalten der verschiedenen Ionen ins Auge. 

Fügt man im Optimum der H'-Konzentration selbst geringe Mengen 
Na-, K-, Ca- usw. Ionen zu dem System Substrat — Ferment — Wasser 
hinzu, so ist bei einer Größenordnung von n/200 bis n /100 zugefügter Salz- 
menge eine Beeinflussung des Spaltungsvorganges nicht nıeßbar. Bei einer 
Erhöhung der zugefügten Salzmengen von etwa n/50 an bemerkt man 
aber eine deutliche, mit der Salzkonzentration wachsende Hemmung 
des Spaltungsvorganges. 

Setzten wir Elektrolyte auf der sauren Seite des Optimums bei 
einer pg von etwa l zu, so hemmen diese stets die Spaltung. Bei 
geringen Salzmengen entzieht sich dieser Vorgang der Messung, bei 
stärkeren Konzentrationen wird er sehr deutlich. Auch hier wirkt 
ein Ionenzusatz gleichsinnig einer Aciditätserhöhung, also einem H-Ionen- 
Zusatz. 

Noch deutlicher wird diese gleichsinnige Wirkung der untersuchten 
Ionen, wenn man vom Optimum aus nach der alkalischen Seite sich 
bewegt; dicht hinter dem Optimum bei einer pg von 2,6 wirkt ein 
Zusatz geringer Salzmengen n/200 deutlich fördernd, ein solcher höherer 
Salzkonzentrationen (n/2) wieder hemmend auf den Spaltungsvorgang. 

Bei starker Überschreitung des Optimums nach der alkalischen 
Seite, bei einer py von etwa 4, wirken alle Salzzusätze bis n/2-Kon- 
zentration — also Größen, die auf der sauren Seite stark hemmten — 
fördernd. Dabei wirken Na, K. Ca völlig gleichsinnig, und es ist 
weiterhin gleich, ob Chloride, Nitrate oder Sulfate angewandt werden. 

Hinsichtlich ihrer Wirkungsstärke ordnen sich die zugefügten 
untersuchten Kationen, unter welchen Bedingungen sie auch angewandt 
wurden, stets in gleicher Reihenfolge an. Am stärksten wirksam er- 
scheint das Na-Ion, dann das Ca- und als drittes das K-Ion. Doch sind 
die Unterschiede zwischen Ca und K sehr geringfügig. Am wirksamsten 
von allen Kationen ist das H-Ion. 

Der Vorgang der peptischen Eiweißspaltung bedarf zu seinem 
Ablauf der Anwesenheit bestimmter Ionen. Bei einer gewissen Kon- 
zentration derselben verläuft er optimal. Wird die Ionenkonzentration 
über die optimale erhöht, so wirkt sie hemmend. 
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Zusammenfassung. 


1. Die nephelometrische Eiweißbestimmung wird zum weiteren 
Studium der peptischen Eiweißspaltung benutzt. Als Nephelometer 
dient das Nephelometer von Schmidt & Haensch. 

2. Die Wirkung der H-Ionen auf die peptische Verdauung wird 
festgestellt. Ihr Optimum liegt bei den untersuchten Bedingungen 
gewöhnlich bei einer Ge von 2,1 bis 2,2, der Abfall der die pe -Wirkung 
darstellenden Kurve nach der sauren Seite ist ein allmählicher, nach 
der alkalischen Seite ein steiler. 

3. Die Wirkung von Na, K. Ca’, AI”, Cl, NO, und SO, in 
äquivalenten Mengen wird bei verschiedener Konzentration der an- 
gewandten Salze (n/2 bis n/200) und bei verschiedener py der Lösung 
(Pu = l, fa = 21, pp = 2,6 und Ya = 4 — 4,5) studiert. 

4. Auf der sauren Seite des Optimums und im Optimum selbst 
zeigen Ionen in schwacher Konzentration keinen meßbaren, in stärkerer 
Konzentration einen hemmenden Einfluß, auf der alkalischen Seite 
des Optimums fördern sie in geringerer Korzentration, um bei steigender 
Konzentration wieder in hemmende Wirkung überzugehen. 

5. Alle untersuchten Ionen wirken qualitativ gleichartig und nur 
quantitativ verschieden. Von den Kationen ist am stärksten das H-Ion, 
dann das Na-, Ca- und K-Ion wirksam. Es ist für die Richtung der 
Wirkung gleich, ob das Kation als Chlorid, Nitrat oder Sulfat angewandt 
wird. 

6. Bei der Beurteilung der optimalen Ionenverhältnisse muß die 
Gesamtheit der anwesenden Ionenarten berücksichtigt werden. 


Die Untersuchung wurde mit Unterstützung des Japanausschusses 
der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft (Hoshi-Stiftung) 
ausgeführt. 


Beitrag zur lonenverteilung im Blut. III. 


Von 


P. Rona, H. Petow und E. Wittkower. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universität, 
Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1924.) 


In zwei früheren Mitteilungen haben wir über Versuche berichtet, 
die einen Beitrag zu der Frage nach dem physikalisch-chemischen 
Zustande der wichtigsten Ionen im Blutserum bringen sollten. Ins- 
besondere haben wir unsere Aufmerksamkeit darauf gerichtet, welchen 
Einfluß die vorhandenen Eiweißkörper auf die Diffusibilität der unter- 
suchten Ionen haben. Unsere Methode war teils die Kompensations- 
dialyse, die nach eingetretenem Gleichgewicht unterbrochen wurde, teils 
die Kompensationsschnelldialyse?). Mittels dieser Methode konnten wir 
zeigen, daß ein Einfluß des Eiweißes im Sinne der Donnan schen 
Theorie nur beim Ca deutlich in die Erscheinung tritt, während Na 
und K bei der normalen Reaktion des Serums anscheinend völlig 
diffusibel sind. 

I. Im Anschluß an diese Versuche haben wir uns die Aufgabe 
gestellt, den Einfluß des Hämoglobins auf die Verteilung der Kationen 
des Blutes bei der Dialyse zu studieren in der Hoffnung, auf diesem 
Wege einen Beitrag zu dem Problem der eigentümlichen Verteilung 
der Salze zwischen Serum und Erythrocyten bringen zu können. 

Unsere Methode war auch bei diesen Versuchen die Kompensations- 
dialyse. Eine Hämoglobinlösung mit bestimmter (HI wurde gegen eine 
Salzlösung von variabler Zusammensetzung dialysiert, wobei wir bestrebt 
waren, diejenige Konzentration des untersuchten Ions aufzusuchen, mit 
der die Hämoglobinlösung im Gleichgewicht war. Letztere wurde in allen 
Versuchen in folgender Weise hergestellt: Frisches, durch Schütteln mit 
Glasperlen defibriniertes Pferdeblut wurde durch Zentrifugieren vom Serum 
befreit und die Blutkörperchen gewaschen, für die RK. und Ca”- 
Bestimmungen mit physikalischer NaCl-Lösung, für die An Analysen mit 
8proz. Rohrzuckerlösung. Nach Entfernung des Waschwassers wurde der 
Blutkörperchenbrei durch wiederholtes Vereisen und Wiederauftauen 


1) P. Rona und P. György, diese Zeitschr. 48, 278, 1913; P. Rona und 
H. Petow, ebendaselbst 187, 356, 1923. 
2) P Rona, F. Haurowitz und H. Petow, diese Zeitschr. 149, 393, 1924. 
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hämolysiert. Da die so gewonnene Hämoglobinlösung zu zähflüssig ist, 
als daß sie mit Pipetten abgemessen werden könnte, wurde sie mit Phosphat- 
puffern von wechselnder (H 1 verdünnt. Für die Ca”- und K'-Versuche 
wurden die Na-Phosphate, für die Na-Bestimmungen die K-Phosphate 
benutzt, und zwar kam sowohl n Phosphorsäure als auch m/3 primäres, 
sekundäres und tertiäres Salz zur Verwendung. Von der fertigen Hämo- 
globinlösung wurde eine abgemessene Menge in kleine Gläser gefüllt und 
eine kleine Dialysierhülse, die eine bekannte Menge der betreffenden Kom- 
pensationsflüssigkeit enthielt, so hineingestellt, daß der Flüssigkeitsspiegel 
innen und außen nahezu gleich hoch stand. Als Kompensationsflüssigkeit 
diente bei den Na Verauchen eine 0,öproz. KCI-Lösung, der wechselnde 
Mengen physiologischer NaCl-Lösung zugesetzt waren, bei den K`- und 
Ca”-Versuchen aber eine physiologische NaCl-Lösung, die KCL bzw. CaCl, 
enthielt. Die Dialyse wurde nach 24 Stunden unterbrochen, nachdem Vor- 
versuche gezeigt hatten, daß später keine Änderung in der Ionen- 
konzentration mehr eintritt. In jedem Versuche wurde die Außen- und 
Innenflüssigkeit vor und nach der Dialyse auf das betreffende Ion analysiert 
und die (H`) elektrometrisch gemessen. Die Hämoglobinlösung wurde 
stets verascht, während im klaren Dialysat direkt gefällt wurde. Ca” 
wurde nach de Waard, K und Na nach Kramer und Tisdall bestimmt, 
wobei wir uns für die Na’-Analyse der von Bálint und Petow ausgearbeiteten 
Modifikation bedienten. Diese ergab in den neutralen und alkalischen 
Hämoglobinlösungen sehr genaue Werte; bei den sauren aber traten nach 
dem Zusatz des Reagens störende Flocken auf, und zwar auch dann, wenn 
die Aschenlösung vor der Fällung alkalisiert worden war. Es hat den An- 
schein, als ob bei saurer Reaktion das Eisen eine störende Rolle spielt. 
Diese Schwierigkeit konnten wir folgendermaßen überwinden: Nachdem 
der wässerige Aschenauszug durch ein quantitatives Filter vom Ungelösten 
befreit worden war, wurde das bräunliche Filtrat mit einigen Tropfen 
N H,-Lösung alkalisiert und mit l ccm konzentrierter Ammonacetatlösung 
versetzt. Der entstehende Niederschlag wurde abfiltriert, das jetzt wasser- 
klare Filtrat im Platintiegel zum Trocknen gebracht, der Rückstand mit 
einer abgemessenen Menge Wasser extrahiert und erneut filtriert. In dem 
so gewonnenen Filtrat konnte die Na-Bestimmung ohne Schwierigkeiten 
ausgeführt werden. 


a) Natrium. In allen Versuchen wurden 10 ccm Hämoglobinlösung 
gegen 6,5 ccm Salzlösung dialysiert. Alle Zahlen sind Mittelwerte aus 
Doppelbestimmungen. 


Tabelle I. Natrium. 





— —— 








| PH der | Na mgiProz. 
Nr. Nr. |: Hb»Lösung 
| nachber ' Hämoglobin | Dialysat 
16 4 
14 10 
15 9 
3 8 |l 
2 | 





Diese Zahlen zeigen deutlich, daß bei saurer Reaktion erheblich 
mehr Na im Dialysat. bei alkalischer Reaktion aber mehr in der Hämo- 
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globinlösung ist. Bei pe 7,1 bis 7,2 liegt der Umschlagspunkt. Hier 
ist die Konzentration des Na innen und außen gleich. Dieser Punkt 
entspricht dem von Straub und Meier aus CO,-Analysen bestimmten 
isoelektrischen Punkt des Hämoglobins, den diese Autoren bei pe 7,0 
fanden, während die kataphoretischen Messungen einen mehr im sauren, 
bei pe 6,78 liegenden isoelektrischen Punkt ergaben. Das Hämoglobin 
beeinflußt die Diffusibilität des Na demnach im Sinne eines Donnan- 
gleichgewichtes. | 
b) Kalium. Versuchsanordnung wie oben. 


Tabelle II. Kalium. 








K mglProz. 
Hämoglobin | Dialysat 






zer 
Nr. | Hi Essung - 


inean 











Aus der Tabelle II geht hervor, daß zwar bei saurer Reaktion ein 
deutlicher Unterschied in der K'-Konzentration zwischen der Innen- 
und Außenflüssigkeit besteht, daß aber bei neutraler und leicht alkalischer 
Reaktion ein solcher kaum vorhanden ist. K verhält sich also auf 
der sauren, nicht aber auf der alkalischen Seite gemäß der Donnanschen 
Theorie. 

Ein ganz ähnliches Verhalten haben wir früher (s. I. Mitteilung) 
beim Natrium im Serum gefunden. Offenbar spielt die Menge des 
Kations hierbei eine große Rolle, denn je größer die Ionenmenge im 
Vergleich zur Eiweißkonzentration, um so mehr müssen sich nach der 
Theorie die Donnangleichgewichte verwischen. Auffallend aber bleibt 
die große Differenz im sauren Gebiet. 


c) Calcium. Versuchsanordnung wie bei K. 
Tabelle III. Calcium. 








| der | | d a 
we ` HELD, EE Nr. | a dl Ge 
nachher d Hämoglobin | Dialysat ` | nachher | Hämoglobin ’Hämoglobin | Dielysat ` Dielysat_ 
9 | 638 | 4,20 6,20 
24 | 6,48 2,00 3,80 
8 6,50 4,00 5,80 
25 | 6,57 2,80 3,70 
10 Ä 6,60 3,40 6,00 
14 | 667 | 4,40 5,00 
13 | 6,71 4,40 4,80 
15 | 6,87 4,50 5,00 
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Die Zahlen der Tabelle III lehren, daß bei saurer Reaktion im 
Dialysat deutlich mehr Ca” vorhanden ist, als in der Hämoglobinlösung. 
Bei leicht alkalischer Reaktion aber ist innen und außen gleich viel Ca, 
und erst bei einer ziemlich niedrigen (H) ist mehr in der Hämoglobin- 
lösung. Im sauren Gebiet wirkt das Hämoglobin stärker auf die Co - 
Verteilung ein als im alkalischen. Wir finden also eine Art Donnan- 
gleichgewicht, doch scheint die isoelektrische Zone ziemlich weit ins 
alkalische Gebiet zu reichen, denn erst bei pa 7,7 macht sich eine Bindung 
des Ca durch das Hämoglobin in geringem Maße geltend. 

II. Nachdem wir so den Einfluß des Hämoglobins auf das Diffusions- 
gleichgewicht der Kationen gegenüber einer wässerigen Salzlösung 
kennengelernt hatten, schien es uns im Hinblick auf die Verhältnisse 
im Blute von Interesse, die Verteilung der Ionen zwischen einer Hämo- 
globinlösung und Serum zu studieren. In einem solchen System sollte 
man ein Donnangleichgewicht erwarten, das dadurch kompliziert ist, 
daß hier zu beiden Seiten der Membran Kolloidionen von verschiedenen 
isoelektrischen Punkten vorhanden sind. 

Im alkalischen Gebiet ist sowohl das Hämoglobin als auch das 
Serumeiweiß Anion, beide müssen also Kationen binden. 

Bei pe 7,0 ist das Hämoglobin entladen, wirkt also nicht auf die 
Ionenverteilung. Zwischen pe 7,0 und py 5,0 haben die beiden Eiweiß- 
arten entgegengesetzte Ladung, während jenseits pe 5,0 im sauren 
Gebiet wieder beide gleichsinnig, jetzt aber positiv geladen sind. In 
welchem Ausmaße diese Verhältnisse auf die Ionenverteilung wirken, 
ist nur durch quantitative Analysen festzustellen. Wir teilen im folgenden 
einige derartige Versuche mit, und zwar von 23 Versuchen je einige 
Beispiele für die verschiedenen Aciditätsgrade. Um einen Anhalt für die 
Konzentration des Eiweißes zu gewinnen, haben wir sowohl im Serum 
als auch in der Hämoglobinlösung den Gesamt-N nach Kjeldahl be- 
stimmt. Die Versuchsanordnung war die oben beschriebene, Einzelheiten 
gehen aus den Protokollen hervor (Versuch 6, 9, 10, 13, 15, 17, 18). 

Die Versuche ergeben, daß unter allen Umständen, bei allen 
Konzentrationen und allen Ladungszuständen im Serum wesentlich 
mehr Ca” enthalten ist, als in der Hämoglobinlösung. Das Ver- 
teilungsverhältnis liegt etwa zwischen 1, und Lo Dieses eigentüm- 
liche Verhalten kann nur durch das Zusammenwirken der beiden 
Kolloide erklärt werden, da jedes allein einer rein wässerigen Salzlösung 
gegenüber sich anders verhält (s. I. Mitteilung, Tabelle IV bis VIII, 
und oben Tabelle III). Wenn das Serumeiweiß allein wirkte, so müßten 
eich mit zunehmender Säuerung die Verschiedenheiten der Ca Ron. 
zentration immer mehr ausgleichen, bis schließlich bei pe 5,0 völlige 
Gleichheit eingetreten wäre. Umgekehrt müßte, wenn Hämoglobin 
allein die Verteilung beeinflußte, im neutralen und leicht alkalischen 
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Gebiete Gleichheit der Ca”-Konzentration zu beiden Seiten der Membran 
herrschen. Wir müssen daher schließen, daß die Verteilung des Ca 
zwischen Serum und Hämoglobinlösung etwa so zustande kommt: 

Bei leicht alkalischer Reaktion bindet Hämoglobin kein Ca”, 
während die Serumeiweißkörper wesentliche Mengen davon festhalten. 
Bei saurer Reaktion zwischen pe 7,0 und 5,0 dagegen wirkt das Hämo- 
globin stark abstoßend auf das Ca”, wodurch die mit der Annäherung 
an den isoelektrischen Punkt verbundene Abnahme des Ca -Bindungs- 
vermögens der Serumeiweiße kompensiert wird. Die Verteilung des 
Ca” zwischen zwei Eiweißlösungen ist offenkundig von dem Ladungs- 
zustande beider Komponenten abhängig. Ist dieser gleich, so müssen 
sich die von beiden ausgehenden Wirkungen kompensieren. Das be- 
stätigt folgender Versuch mit Serumeiweiß und Eiereiweiß (Versuch 23). 

Hier sind zwei Eiweißkörper gegeneinander geschaltet von nahezu 
gleicher Konzentration und nahezu gleichen isoelektrischen Punkten. 
Wirkte hier nur das Serumeiweiß, so müßte bei pe 6,8 im Serum mehr 
Ca” sein als in der Kompensationsflüssigkeit. Da aber das Eier- 
eiweiß sich in demselben Ladungszustande befindet wie das Serum, 
so bindet es ebensoviel Ca”. Die Folge ist, daß sich das Ca” so zwischen 
beiden Lösungen verteilt, als ob gar kein Kolloid vorhanden wäre. 

Wir sind somit dem Verständnis für die eigentümliche Verteilung der 
Kationen zwischen Serum und Erythrocyten insofern ein wenig näher 
gekommen, als wir einsehen konnten, daß die Ca” -Verteilung wesentlich 
abhängig ist von den Eigenschaften der beiden Eiweißkomponenten 
des Gesamtsystems, des Hämoglobins einerseits, der Serumeiweiß- 
körper andererseits, und daß die Annahme einer für Ca undurch- 
dringlichen Zellmembran nicht unbedingt notwendig ist für die Er- 
klärung der Tatsache, daß sich in den Blutkörperchen so viel weniger 
Ca“ findet als im Serum. 

Tabelle IV (Versuch 6). 


Innen: 8 ccm Pferdeserum (stark hämolytisch). Außen: 16 cem Hämoglobin- 
lösung, hergestellt aus 20 cem konzentrierter Hämoglobinlösung + 10 eem 























Aqua dest. 

E E) Flüssigkeit» | CuMenge | NeMenge | p 
o em aas, gp | 
Ver der Dialyse o o 
a) Serum . . 2. 2 2.. | 8 | A iie | | 
b) Hämoglobinlösung . 16 | E > | | 

Nach 24 Stunden 
a) Serum `... 00785 l E a vr | 7,19 
b) Hämoglobinlösung . | 16,5 I S SS Se \ 7,37 
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Tabelle V (Versuch 10). 


Innen: 8ccm Pferdeserum. Außen: 18 cem Hämoglobinlösung, hergestellt 
aus 20 ccm konzentrierter Hämoglobinlösung + 20 eem Aqua dest. 





Nach 24 Stunden 


d 10,45 1,58 
a) Serum . . 2... | 8 | 941 1,00 
b ep | bi lö : | 18 | 3 H 7,4 
) Hämoglobinlösung 2.75 SCH ) 


Tabelle VI (Versuch 9). 


Innen: 8 ccm Menschenserum. Außen: 15 ecm Hämoglobinlösung, her- 
gestellt aus 12,5ccm konzentrierter Hämoglobinlösung + 37,5 cem 








Aqua dest. 
ij Flüssigkeits» gg 
ape Ca-Menge NsMenge | p 
j ccm mg/Proz. gros, 
Vor der Dialyse 
a) Serum . - < < < < < 8 | 11706 
b) Hämoglobinlösung 15 0,47 
Nach 24 Stunden 
871 1,73 
a) Serum . 22... ı a [| gé oi |) "ap 
b) Hämoglobinlösung . | 15 | SE E 7,16 
3 3 


Tabelle VII (Versuch 13). 


Innen: 7 ccm Pferdeserum. Außen: 13 ccm Hämoglobinlösung, hergestellt 
aus 15 ccm konzentrierter Hämoglobinlösung + 15 ccm Aqua dest. + Leem 
m/3 Phosphatpuffer. 


| rg | Ca-Menge |  N-Menge e 
| ccm mg[Proz. g[Proz. S 


u Vor der Dialyse 





TE 12,96 
a) Serum ....... | 7 | 12,77 
b) Hämoglobinlö | 13 , 
) Hämoglobinlösung | 0.29 
Nach 48 Stunden 
a) Serum ....... | 7 | eh | in 
Ñ un | 457 | 1,98 
b) Hämoglobinlösung . | 18 | es 1 To 6,96 
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Tabelle VIII (Versuch 15). 
Innen: 7 ccm Pferdeserum. Außen: 16 ccm Hämoglobinlösung, hergestellt 
aus 25 ccm konzentrierter Hämoglobinlösung + 25 ccm Aqua dest. + 1 cem 
m/3 Phosphatpufferlösung. 





| "ee CasMenge N-Meoge | ze 
EE ) \ ccm mgfProz. g[Proz. 


o Vor der Dialyse 





a) Serum ....... 7 | 1273 | ' 
b) Hämoglobinlösung . 16 | wi | | 
Nach 24 Stunden 
a) Serum ....... 7 | Ir Ea 
b) Hämoglobinlösung . 16 | SC EN d 6,56 


Tabelle IX (Versuch 17). 
Innen: 7 ccm Pferdeserum. Außen: 16 ccm Hämoglobinlösung, hergestellt 
aus 16 ccm konzentrierter Hämoglobinlösung + 16 cem Aqua dest. + 3 ccm 
m/3 Phosphatpufferlösung. 





| Flüssigkeitss 









feed 


Vor der Dialyse 





a) Serum ....... | 7 | 1257 | | 
b) Hämoglobinlösung | 16 | 2,12 | | 
li | 1,89 
Nach 24 Stunden 
9,10 1,53 | 
a) Serum . ...... | 7 | gi E 
L eg , l 
b) Hämoglobinlösung 2 | 16 | 4°80 1'79 | 5.93 


Tabelle X (Versuch 18). 
Innen: 7 ccm Pferdeserum. Außen: 16 ccm Hämoglobinlösung, hergestellt 
aus 17 ccm konzentrierter Hämoglobinlösung + 17 eem Aqua dest. + 3 cem 
m (3 Phosphatlösung. 





s | ne | Ca»Menge N»Menge | Pa 
i ccm mgi/Proz. glProz. | 
Vor der Dialyse 
13,17 | 
a) Serum . 2. 2.2... | 7 l 12.57 | 
S Soe | 2,24 | 
b) Hämoglobinlösung . | 16 | 2.26 | i 
-= Nach 24 Stunden 
a) Serum ....... 7,5 | Gab Ee | 
b) Hämoglobinlösung . | 15,7 C See: | ee l 5,78 
l H I ? 
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Tabelle XI (Versuch 23). 


Innen: 7 ccm Pferdeserum. Außen: 15 ccm Hühnereiweiß, hergestellt aus 
20 ccm reinem Hühnereiweiß + 15 ccm Aqua dest. 


E | Flüssigkeits» ` | E i 
menge CasMenge | N»Menge De 
| ccm mglProz. gIProz. 


Vor der Dialyse 





a) Serum `... | 7 | 290 | 
b) Eiweißlösung . . . . | 15 | L | | 
Nach 24 Stunden 
a) Serum . 2 ..... 7 | es I I3 
b) Eiweißlösung . . . . 15 | Dä | 18 l 6,76 








Zusammenfassung. 


1. Es wird der Einfluß des Hämoglobins auf die Diffusibilität der 
wichtigsten Kationen des Blutes bei verschiedenen (H`) studiert. Bei 
Na findet sich Übereinstimmung mit der Theorie von Donnan. Auch 
beim Ca” stellt sich ein Donnangleichgewicht ein, doch ist die Bindungs- 
fähigkeit des Hämoglobins für Ca” im leicht alkalischen Gebiet sehr 
gering. Die Verteilung des K wird in der vorhandenen Konzentration 
vom Hämoglobin nur in stark saurer Lösung beeinflußt. 

2. Die Verteilung des Ca” zwischen einer Hämoglobinlösung und 
Serum wird von den Eigenschaften beider Komponenten des Systems 
beeinflußt, und zwar in der Weise, daß stets im Serum viel mehr Ca” 
ist als in der Hämoglobinlösung. Das Verteilungsverhältnis liegt 
zwischen Y, und Y.. 


Die Untersuchung wurde mit Unterstützung des Japanausschusses 
der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft (Hoshi-Stiftung) 
ausgeführt. 


Al? 


Über Äther von Polysaechariden mit Oxysäuren'!). 
Bemerkung zu der Arbeit von J. K. Chowdhury. 


Von 


Wilheim Weltzien. 
(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


Die Literaturzusammenstellung B. 76 und 77 enthält die falsche 
Angabe, Heuser und v. Neuenstein?) hätten eine Trimethylhydrocellulose 
dargestellt. Dem widerspricht die Aussage dieser Forscher auf S. 94,1. c. 
vn, aber weder die Methylierung der Hydrocellulose mit Jodmethyl und 
Natronlauge oder mit Jodmethyl und Silberoxyd im Bombenrohr, noch 
die mittels Diszomethan führten zu einem Triprodukt“. Wohl enthielt 
die genannte Arbeit Angaben über Methylate mit mehr als 20CH,-Gruppen 
pro C,, Heuser und v. Neuenstein sprechen dieselben aber »elbst als ab- 
gebaut an. Auch in ihrer späteren Veröffentlichung?) behandeln sie nur 
die Dimethyl-hydrocellulose als echtes Derivat der Hydrocellulose. Herr 
Chowdhury hat außerdem meine, in der Abhandlung Hess, Weltzien und 
Messmer „Über Cellulose“ *) mitgeteilten Versuche nicht erwähnt. Hier 
wurde über das Methylierungsprodukt der der Cellulose erheblich näher 
stehenden alkalilöslichen Cellulose A berichtet, das nahezu 30 CH,-Gruppen 
pro C, enthält. Da in der angeführten Abhandlung das Verhältnis von 
Cellulose A zur Hydrocellulose von Heuser und o Neuenstein klargelegt 
ist, ist es unverständlich, warum Herr Chowdhury diesen Fortschritt nicht 
berücksichtigt. 


1) Diese Zeitschrift 148, 77, 1924. 

2) Cellulosechemie 8, 92, 101, 1923. (Das Zitat bei Chowdhury ist 
unrichtig.) 

3) B. 56, 1242, 1923. 

1) Ann. 485, 76, 1923. 


Die Salzhydrolyse der Stärke. 
IV. Mitteilung: 
Hydrolyse durch Biutfarbstoff und pflanzliche Peroxydasen. 


Von 
W. Biedermann und C. Jernakoftf. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Jena.) 
(Eingegangen am 12. Juli 1924.) 


In der letzten Mitteilung!) wurde der Nachweis geliefert, daß 
Amylose durch anorganische, nach Art von Oxydasen bzw. Peroxydasen 
wirkende Katalysatoren bis zu Zucker abgebaut wird, wobei die 
Schnelligkeit, mit der die Hydrolyse erfolgt, im allgemeinen der oxy- 
dierenden Kraft des Katalysators entspricht. Dies legt die Frage nahe, 
ob nicht auch natürliche, organische Oxydasen auf Stärke in gleicher 
Weise einzuwirken imstande sind. 

Bekanntlich enthalten die roten Blutkörperchen der Wirbeltiere 
einen wohlcharakterisierten chemischen Katalysator, das Hämoglobin, 
welches alle Eigenschaften einer echten Peroxydase besitzt, und zwar 
gilt dies ebensowohl vom Oxyhämoglobin wie vom Methämoglobin, 
CO-Hämoglobin, Hämatin und Hämin. Oo Fürth und E v. Üzyhlarz?) 
waren allerdings auf Grund einer Untersuchung, bei welcher mittels 
eines spektrophotometrischen Verfahrens die oxydative Bildung von 
Malachitgrün aus seiner Leukobase verfolgt wurde, zu der Überzeugung 
gelangt, „daß das peroxydaseähnliche Verhalten des Blutfarbstoffs und 
die Wirkung der echten tierischen (und pflanzlichen) Peroxydasen als 
grundsätzlich differente Erscheinungskomplexe zu deuten sind, die 
voneinander auf das schärfste unterschieden werden müssen“. Hin- 
gegen haben J.Wolff und E de Stoecklin®) den Nachweis geliefert, 
daß zwischen Oxyhämoglobin und pflanzlicher Peroxydase kein Unter- 
schied in der peroxydatischen Wirkung besteht, und zu demselben 
Ergebnis gelangten auch Willstätter und Stoll). Auch sie fanden das 


1) Diese Zeitschr. 149, 309, 1924. 

2) Beitr. z. chem. Physiol. u. Patholog. 10, 1907. 

3) C. r. 151, 483, 1910; Ann. Inst. Pasteur 25, 313, 1911. 
t) Liebigs Ann. 416, 21, 1917. 


478 W. Biedermann u. C. Jernakoff: 


Hämoglobin ‚in der Art der Wirkung auf Hydroperoxyd und oxydable 
Stoffe mit der Peroxydase (des Meerrettichs) übereinstimmend‘, und 
nur hinsichtlich der Größenordnung seiner peroxydatischen Wirksamkeit 
von dem Enzym verschieden. Mit Oxyhämoglobin wurde nur "lan 
der Ausbeute an Purpurogallin erhalten, wie mit derselben Menge 
Meerrettichperoxydase von etwa gleichem Eisengehalt. Es ist, wie sich 
Willstätter ausdrückt, „das Hämoglobin als Peroxydase ein schlechteres 
Enzym, nämlich eine Peroxydase von etwa 10000- bis 30000 mal 
schwächerer Wirkung als pflanzliche Peroxydase in den besten bisher 
dargestellten Präparaten, deren Eisengehalt nur noch gering ist“. Auf 
den ersten Blick könnte man meinen, ein fundamentaler Unterschied 
zwischen Blutfarbstoff und echten Peroxydasen sei in der weitgehenden 
Thermostabilität des ersteren gegeben, und A. Bach und J. Zubkowa!) 
haben in der Tat daraufhin wieder die Ansicht zu begründen versucht, 
daß ein besonderes peroxydatisches Enzym das Oxyhämoglobin im 
Blute begleitet. Sie stützten sich dabei; wie vorher schon Moitessier?), 
auf die Tatsache, daß die oxydative Wirkung des Hydroperoxyds 
ebenso durch gekochtes, wie durch frisches Blut beschleunigt wird. 
Dies halten sie aber nur insofern für richtig, als tatsächlich unverdünntes 
Blut nach Erhitzen zum Kochen seinen beschleunigenden Einfluß auf 
die H,0,-Wirkung beibehält. Wird aber Blut auf das 1000fache ver- 
dünnt, so wirkt es noch beschleunigend im frischen Zustande, wird 
aber völlig inaktiv nach Aufkochen. Willstätter hält die Ausführungen 
von Bach nicht für stichhaltig (l.c.): „Vergleicht man die peroxy- 
datische Wirkung einer Oxyhämoglobinlösung in frischem Zustande 
und nach kurzem Aufkochen, so findet man sie nicht unverändert, 
sondern beispielsweise auf ein Achtel vermindert. Wird nun das Blut 
oder die Lösung von reinem Oxyhämoglobin sehr stark verdünnt, so 
kann die peroxydatische Wirkung noch zum Nachweis hinreichen, 
aber nicht mehr nach der Schwächung durch Erhitzen.“ Für das 
Vorkommen einer spezifischen Peroxydase neben dem Blutfarbstoff 
konnte er keinerlei Anhaltspunkte finden. Willstätter verdanken wir 
auch die Kenntnis der interessanten Tatsache, daß die peroxydatische 
Kraft des Blutfarbstoffs je nach der Tierart wechselt, also spezifische 
Verschiedenheiten darbietet. Es dürfte dies darauf beruhen, ‚daß die 
wirksame prosthetische Gruppe in ihrer Wirkung von der Assoziation 
mit dem Globinmolekül abhängt“ ..., „die peroxydatische Wirkung 
der mit verschiedenen Globinkomplexen verbundenen eisenhaltigen 
Farbstoffgruppen unterliegt Abstufungen, das an die Oxyhämoglobine 
adsorbierte Hydroperoxyd wird in wechselndem Maße aktiviert.“ 

1) Diese Zeitschr. 125, 283, 1921/22. 

2) C. r. Soc. Biol. 57, 373, 1904. 


— 
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Wenn man mit Willstätier das Oxyhämoglobin an und für sich als 
peroxydatisches Ferment auffaßt, so ist doch nicht zu verkennen, 
daß dann einem Träger fermentativer Wirkungen Eigenschaften zu- 
kommen, die man bisher mit der Natur eines Ferments nicht für ver- 
einbar hielt. Denn wenn auch manche pflanzliche Peroxydasen sich 
durch eine erstaunliche Widerstandsfähigkeit gegen hohe Temperaturen 
‘auszeichnen, so gilt dies doch noch in ungleich höherem Grade für 
den Blutfarbstoff, und dies wird begreiflich, wenn man berücksichtigt, 
daß die eigentlich wirksame Gruppe das eisenhaltige Pigment ist, 
welches ja sowohl chemischen wie physikalischen Einwirkungen gegen- 
über nur wenig empfindlich ist. Tatsächlich gelingt es nicht, eine 
Hämoglobinlösung durch noch so langes Kochen so weit zu verändern, 
daß sie peroxydatisch völlig unwirksam würde, und zwar auch dann 
nicht, wenn es sich um äußerst verdünnte Lösungen handelt. Nach 
Madelung!) „besitzen die bei vorsichtiger Zersetzung des Hämoglobins 
wie bei der Selbstverdauung sich bildenden Spaltprodukte annähernd 
die gleiche (?) Wirksamkeit wie frisches Hämoglobin‘“, und Wolff und 
Stoecklin (l. c.) haben auch für Hämatin sehr starke katalytische Wirk- 
samkeit nachgewiesen. Desgleichen konnten v. Fürth und C’zyhlarz (l. c.) 
feststellen, daß Hämin (aus Pferdeblut nach Moerners Verfahren dar- 
gestellt) noch in einer Verdünnung von 1: 100000 und Hämatin (aus 
Hämin durch Lösung in verdünnter NaOH-Lauge und Fällen mit 
Essigsäure gewonnen und dann mit Hilfe von etwas Alkali in Wasser 
gelöst) sogar in Verdünnung von 1:200000 noch deutlich mit Guajak 
reagierte. 

Vergleichende Messungen der peroxydatischen Wirkung des Hämo- 
globins und seiner Derivate liegen zurzeit nicht vor; man darf aber 
wohl auf Grund des Verhaltens gekochter Hämoglobinlösungen mit 
Sicherheit schließen, daß der Farbstoffkomponente an sich nicht die 
volle peroxydatische Kraft des Hämoglobins zukommt. Eine Lösung 
von Blutfarbstoff in destilliertem Wasser, die so verdünnt ist, daß 
sie im Reagenzglase nur ganz blaß rötlich erscheint, gibt, wenn man 
eine kleine Menge davon in einem Uhrglase mit 1 oder 2 Tropfen 3proz. 
H,O, und etwas Guajaktinktur versetzt, sofort intensive Blaufärbung. 
Beim Erhitzen bis zum Sieden trübt sich die Lösung stark, ohne daß 
es zunächst zur Ausscheidung sichtbarer Flöckchen kommt; dabei 
ändert sich die Farbe in Gelbbräunlich. In welchem Maße dann die 
Guajakreaktion beeinträchtigt erscheint, hängt einerseits von der 
Kochzeit, andererseits aber von der Konzentration der Farbstofflösung 
ab. Die Schädigung der peroxydatischen Wirkung macht sich nicht 
so sehr durch eine geringere Intensität der Färbung bemerkbar, 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 232, 1911. 
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als durch mehr oder weniger verzögerten Eintritt derselben. Nach 
längerem Kochen kann es mehrere Minuten dauern, ehe die blaue 
Färbung voll entwickelt ist, doch ist dies nur dann der Fall, wenn die 
Lösung so verdünnt war, daß sie kaum noch gelblich erscheint. Das 
Verhalten gekochter Blutlösungen legt die Frage nahe, ob nicht auch 
eine Suspension von möglichst fein in Wasser verteiltem Hämatin 
oder Hämin eine positive Guajakreaktion zu geben vermag. In der 
Tat färbt sich eine Mischung von Hämatinpulver mit Wasser, etwas 
H,O, und Guajaktinktur nach wenigen Minuten blau, und zwar zunächst 
in unmittelbarer Nähe der Hämatinpartikel. Nach etwa einer halben 
Stunde hat sich dann in der Regel ein so intensives Blau entwickelt, 
wie man es mit Hämoglobinlösungen gleich unmittelbar nach Zusatz 
von Guajak und Peroxyd entstehen sieht. Mit Häminkristallen erhielten 
wir ein ganz entsprechendes Resultat. Einer kleinen Menge der in 
destilliertem Wasser aufgeschwemmten Kriställchen wurden in einem 
Uhrglase ein Tropfen 3proz. H,O, und etwas ganz frisch bereitete 
Guajaktinktur zugesetzt und gut durchgerührt. In der trübgelblichen 
Harzemulsion bilden sich bei Zimmertemperatur sehr bald durch 
Agglutination der Kriställchen größere und kleinere braunschwarze 
Klümpchen, in deren Innerem, wie in der nächsten Umgebung, schon 
nach wenigen Minuten eine bläuliche Färbung bemerkbar wird, die 
sich dann immer stärker und reiner entwickelt. Jedes solches am 
Rande gelegene Kristallaggregat wird alsbald zum Ausgangspunkt 
blauer Schlieren, die nach der Mitte des Uhrglases hinfließen. Es macht 
den Eindruck, als ob die Kriställchen sich teilweise lösten und die 
Lösung sich dann bläute. Macht man den Versuch in der Wärme, 
indem man das Uhrglas auf einen von unten geheizten Teller stellt, 
. 80 tritt die Blaufärbung auf Zusatz von Guajak und H,O, sofort ein 
und die ganze Flüssigkeit erscheint gleichmäßig gefärbt. Kontroll- 
proben ohne H,O, zeigen unter diesen Umständen zwar auch nach 
einiger Zeit Spuren von Blaufärbung, aber doch nur so schwach, daß 
man sie um so weniger auf das Hämatin beziehen darf als auch reines 
destilliertes Wasser sich in der Wärme bei Zusatz von Guajaktinktur 
nach einiger Zeit deutlich bläulichgrün färbt. Schon vor längerer Zeit 
haben J. A. Gardner und G. A. Buckmaster!) nachgewiesen, daß Hämin- 
kristalle durch H,O, angegriffen und schließlich gelöst werden. Man 
wird also wohl kaum fehlgehen, wenn man die positive Guajakreaktion 
im vorliegenden Falle auf das bei der Oxydation des Hämins durch 
H,0, frei gewordene Eisen bezieht und nicht auf eine katalytische 
Wirkung der ungelösten Kristalle, obgleich diese, wie wir sehen werden, 
eine solche unter Umständen doch ausüben können. 


1) Journ. of Physiol. 85, 1906/07; XXXIII, Proc. of the Physiol. Soc. 
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Obschon das Hämoglobin nur eine schwache Peroxydase ist, vermag 
es doch nicht nur die Salzhydrolyse zu beschleunigen, sondern sogar für 
sich allein Amylose zu hydrolysieren, und zwar noch in hochgradiger 
Verdünnung. Die Kochsalzhydrolyse wird selbst durch sehr kleine 
Mengen von Oxyhämoglobin stark beschleunigt, welches dann offenbar 
wie das Kochsalz selbst im Sinne einer direkten Oxydase mit Hilfe 
molekularen Sauerstoffs wirkt. Wir haben Lösungen sorgfältig ge- 
waschener Blutkörperchen oder solche von reinem kristallisierten 
Hämoglobin verwendet, die so verdünnt waren, daß sie im Reagenz- 
glase im durchfallenden Lichte kaum noch rötlich erschienen. Da 
einer Probe von 3 ccm 0,5proz. Amylose + 3 ccm 2proz. NaCl-Lösung 
immer nur Leem der Farbstofflösung zugesetzt wurde, so war die 
Mischung kaum merklich gelblich gefärbt. Trotzdem war der Unter- 
schied der Reaktionszeit im Vergleich zu einer Probe ohne Zusatz von 
Hämoglohin schr auffallend. Der folgende Versuch zeigt dies sehr 
asutlich: 

Probe a: 3ccm 0,öproz. Amylose + 3ccm 2proz. NaCl-Lösung 

+ l ccm Hämoglobinlösung. 

Probe b: Ebenso ohne Hämoglobin. 

. Beide Proben werden nach kurzem Schütteln mit Luft bei einer 
Temperatur von 40° gehalten. Schon nach einer halben Stunde reagiert 
e mit Jod blauviolett, b noch rein blau. Nach 2 Stunden ergibt die 
Tröpfenprobe bei a rot, bei b blauviolett. Nach im ganzen 3 Stunden 
hat a den achromischen Punkt erreicht, während b erst Rot ergab. 
Die Hämoglobinlösung wurde nun im Reagenzglase kurz aufgekocht, 
wobei sie sich schmutzig gelblich färbte und trübte. Nach Durch- 
schütteln mit Luft wurden wieder zwei Proben wie vorher gemacht. 
Obschon die gekochte, unfiltrierte Lösung mit Guajak wesentlich 
schwächer (und später) reagierte, ergaben die beiden Proben doch 
ein mit dem früheren nahezu übereinstimmendes Resultat: Es wurde 
die Salzhydrolyse durch die aufgekochte Hämoglobinlösung fast ebenso 
beschleunigt wie durch die normale. Da jene beim Stehen sich vollständig 
klärte und ein gelblich gefärbtes feinflockiges Sediment absetzte, so 
wurde geprüft, ob, wie zu vermuten war, die katalytische Wirkung 
nur an den mit Hämatin beladenen Flöckchen von koaguliertem Eiweiß 
haftet oder auch dem Wasser, in welchem diese suspendiert sind, zu- 
kommt. Es wurden also abermals zwei Proben von je 3ccm Amylose 
und ebensoviel 2proz. NaCl-Lösung hergestellt, von denen die eine 
einen Zusatz von Leem des ganz klaren, farblosen Filtrats der gekochten 
Hämoglobinlösung erhielt, während der anderen ebensoviel von einer 
Suspension der auf dem Filter zurückgebliebenen Eiweißflöckchen in 
destilliertem Wasser beigemischt wurde. Der Versuch lieferte eine 
volle Bestätigung der gemachten Voraussetzung: das Filtrat erwies 
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sich vollkommen wirkungslos, während der aufgeschwemmte Nieder- 
schlag sich wie früher wirksam zeigte. Das Verhalten der betreffenden 
Probe entsprach durchaus dem der Probe a des ersten und zweiten 
Versuchs. Die katalytische Wirkung ist also nicht notwendig an die 
Bedingung geknüpft, daß der Blutfarbstoff sich ım Zustande der Lösung 
befindet, sondern er kann, wie dies ja auch von Fermenten bekannt ist, 
auch an indifferenten Stoffen haftend, seine Wirkung entfalten. Es war 
daher zu vermuten, daß die Salzhydrolyse auch durch Suspensionen 
von fein verteiltem Hämatın oder Hämin in Wasser beschleunigt werden 
kann. Dies ist nun in der Tat der Fall. Setzt man einer Mischung 
von 3ccm 0,5proz. Amylose und ebensoviel Zpros NaCl-Lösung gut 
gewaschene Häminkristalle zu, bis die Suspension schwärzlich erscheint, 
und hält die einige Minuten mit Luft geschüttelte Probe dann bei 40°, 
so zeigt sich beim Vergleich mit einer zweiten ebensolchen ohne Hämin- 
zusatz schon nach verhältnismäßig kurzer Zeit ein sehr deutlicher 
Unterschied bei Zusatz von Jod. Während die häminfreie Lösung 
nach etwa einer halben Stunde noch rein blau reagiert, ergibt die andere 
schon Violett. Nach 2 bis 3 Stunden ist letzterenfalls meist schon der 
schromische Punkt zu konstatieren, während die reine Amylose-Salz- 
mischung dann in der Regel erst violett reagiert. Da es sich nicht um 
eine Häminlösung, sondern um eine Aufschwemmung fester Teilchen 
handelt, auf deren Wechselwirkung mit dem Substrat es in erster Linie 
ankommt, so ist es für das Gelingen des Versuchs wesentlich, dafür 
Sorge zu tragen, daß die betreffende Probe dauernd durchgerührt wird, 
da sonst die Kriställchen rasch sedimentieren. Das gleiche gilt natürlich 
auch für den Fall, daß man mit Hämatinpulver experimentiert. 
Wenn die Salzhydrolyse durch Zusatz irgend einer Substanz be- 
schleunigt wird, so kann dies entweder darin seinen Grund haben, 
daß ein an und für sich unwirksamer Stoff lediglich als „Aktivator‘“ 
fungiert, oder aber es vermag derselbe schon seinerseits hydrolysierend 
zu wirken, und in diesem Falle handelt es sich dann natürlich 
einfach um eine Summation der Wirkung. Das erstere gilt beispiels- 
weise für den Einfluß, den ein Zusatz von Aminosäuren oder ge- 
wissen Albumosen ausübt, während der Blutfarbstoff und seine Derivate 
auch ohne die Anwesenheit gewisser Salze oder Salzmischungen Stärke 
zu hydrolysieren imstande sind, wenn nur molekularer Sauerstoff vor- 
handen ist. Da sich Hämoglobin durch eine außerordentliche Färbe- 
kraft auszeichnet, so erscheint die Anwendung konzentrierterer Lösungen 
bei derartigen Versuchen ausgeschlossen, da sonst die Jodreaktion 
zu sehr beeinträchtigt oder ganz unmöglich gemacht wird. Man muß 
daher bei der an sich nur geringen Intensität der Wirkung mit Reaktions- 
zeiten von mehreren Stunden rechnen, so daß ein Zusatz von etwas 
Chloroform oder Thymol immerhin zu raten ist. Wir haben sowohl 
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Lösungen von frisch dargestellten Hämoglobinkristallen, wie auch solche 
von einem von Merck in Form schwarzer glänzender Blättchen be- 
zogenen Hämoglobinpräparat und endlich Suspensionen von Hämin- 
kristallen benutzt. Vermischt man 3ccm 0,5proz. Amylose mit dem 
gleichen Volumen stark verdünnter (noch rötlicher) Hämoglobinlösung 
und schüttelt dann einige Minuten mit Luft, so tritt starke Schaum 
bildung ein, was aber nur von Vorteil ist, da so die Berührungsfläche 
der Flüssigkeit mit Luft sehr vergrößert wird. Im Thermostaten bei 
etwa 40° findet man die Jodreaktion sehr bald violett, und nach 4 bis 
5 Stunden ist der achromische Punkt meist erreicht. Selbstverständlich 
wurden stets Kontrollproben ohne Hämoglobin, sonst aber von gleicher 
Zusammensetzung eingestellt, die dann auch nach 12 Stunden noch 
blaue Jodreaktion ergaben. Wenn man zweifeln durfte, ob bei den 
früher erwähnten Versuchen mit Häminkristallen unter Zusatz von 
etwas H,O, die Stärkehydrolyse wirklich auf eine katalytische Wirkung 
der ungelösten Kriställchen zu beziehen ist, so darf dies im vorliegenden 
Falle als sicher gelten. Eine vorerst noch einige Minuten mit Luft 
geschüttelte Mischung von 3ccm 0,5proz. Amylose und ebensoviel 
einer dichten Suspension von Häminkristallen in destilliertem Wasser 
in dünner Schicht auf dem Boden einer gut verschließbaren Glasdose 
ausgegossen, ergibt bei 40° meist schon nach 2 bis 3 Stunden den 
achromischen Punkt. Da die Kriställchen in Wasser völlig unlöslich 
sind, so kann die Hydrolyse wohl nur als eine Folgewirkung von ad- 
sorbiertem molekularen Sauerstoff gedeutet werden. 

Während die meisten peroxydaseähnlichen, anorganischen Kata- 
lysatoren oxydable Substanzen, auf die sie zu wirken vermögen, wie 
Guajak, Pyrogallol und andere, nicht nur in Gegenwart von H,0O,, 
sondern, allerdings schwächer, auch ohne Peroxyd oxydieren, also 
zugleich als Peroxydasen und direkte Oxydasen fungieren können, 
bewirken Hämoglobin und seine Derivate Bläuung von Guajakharz 
nur im Beisein von H,O, und sind gänzlich unfähig, diese Reaktion 
mit molekularem Sauerstoff herbeizuführen. Dagegen vermögen sie 
nach den mitgeteilten Erfahrungen Amylose im Beisein von Sauerstoff 
ohne H,O, zu hydrolysieren, was wieder manche anorganische Kata- 
lysatoren trotz stärkster peroxydatischer Wirksamkeit (Fe- und Cu- 
Salze) nicht zu leisten imstande sind. Der Blutfarbstoff gleicht hierin 
Mangansalzen sowie den Chloriden, Bromiden, Nitriten und Rho- 
daniden der Alkali- und Erdmetalle, und bildet so gewissermaßen die 
Brücke zwischen den anorganischen O-übertragenden Katalysatoren 
und den organischen echten Peroxydasen, deren Verhalten gegen 
Amylose ein durchaus übereinstimmendes ist. 

Der Nachweis ist aber in diesem Falle nicht so einfach zu führen, 
weil die betreffenden Fermente anscheinend immer von Diastase be- 
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gleitet vorkommen. Wenigstens wurde eine solche doppelsinnige 
Wirkung bisher gewöhnlich so gedeutet. Da nun die Reindarstellung 
von Peroxydasen sehr umständlich ist und bis jetzt nur in einem ein- 
zigen Falle (Meerrettichperoxydase) von Willstätter durchgeführt wurde, 
so sieht man sich genötigt, die Säfte oder Sekrete mit peroxydatischer 
Wirkung so zu benutzen, wie sie die natürlichen Objekte bieten, und 
dann ist die Entscheidung außerordentlich schwer. Wir mußten daher 
vor allem darauf bedacht sein, die diastatische Wirkung, wenn möglich, 
ohne Störung der peroxydatischen auszuschalten. Ein Weg hierzu 
schien in der schon bekannten weitgehenden Widerstandsfähigkeit 
vieler Peroxydasen gegen hohe Temperaturen gegeben zu sein, da 
typische Diastasen (Amylasen) durch Kochen zwar nicht völlig zerstört, 
aber doch schwer geschädigt werden. Wenn es gelänge, auf diesem 
Wege einer Fermentlösung ihre amylolytische Kraft bis auf geringe 
Reste ohne wesentliche Schädigung der peroxydatischen Wirkung zu 
rauben, so wäre offenbar damit in hohem Grade wahrscheinlich gemacht, 
daß den beiden Wirkungen je ein besonderes Enzym zugrunde legt. 
Sollte sich aber herausstellen, daß eine peroxydasehaltige Lösung auch 
nach dem Erhitzen noch wenig oder gar nicht verminderte diastatische 
Wirkungen auszuüben vermag, wie man sie sonst an derartig behandelten 
Amylaselösungen nicht zu beobachten pflegt, so durfte man mit großer 
Wahrscheinlichkeit ein ähnliches Verhalten wie beim Blutfarbstoff 
voraussetzen. 

Wir haben zunächst zwei der bekanntesten pflanzlichen Per- 
oxydasen, die der Kartoffelknolle und die des Meerrettichs, geprüft. 
Nach der herrschenden Ansicht enthalten Kartoffeln sowohl Oxydase 
wie Peroxydase, da der frische Preßsaft Guajakharz auch ohne Zusatz 
von H,O, bläut. Doch hat, wie schon in der letzten Mitteilung erwähnt 
wurde, Grüss, auf gewisse Versuche gestützt, Einheitlichkeit der 
Kartoffeloxydase angenommen. Am reichlichsten findet sie sich in 
den unmittelbar unter der braunen Rinde gelegenen Schichten, und 
man erhält daher eine gut wirksame Lösung am besten aus den zer- 
kleinerten Schalen, die, mit Seesand zerrieben und 1 bis 2 Tage mit 
Wasser übergossen, einen braun gefärbten Extrakt liefern, welcher, 
frisch untersucht, sich bei Zusatz von Guajaktinktur sofort stark bläut., 
diese Fähigkeit aber im Laufe der Zeit verliert und dann nur Per- 
oxydasereaktion gibt, d. h. in Gegenwart von H,O, Bläuung der Harz- 
emulsion bewirkt. Setzt man dem Extrakt etwas Chloroform zu, so 
bleibt diese Wirkung wochen- und monatelang in unveränderter Stärke 
erhalten. Die Blaufärbung ist so intensiv, daß sie selbst in dunkel- 
braunen Extrakten diese Grundfarbe ganz überdeckt. Höchst eigen- 
artig ist nun das Verhalten solcher Lösungen beim Erhitzen. Steigert 
man die Temperatur nicht über 90°, so läßt sich eine unmittelbar merk- 
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liche Verminderung der peroxydatischen Wirkung auf Gusjak kaum 
nachweisen, und die Mischung färbt sich fast ebenso schnell und intensiv 
blau wie vorher. Dagegen wird schon durch kurzes Aufkochen einer 
solchen Lösung die oxydierende Wirkung stark verzögert, und man 
könnte denken, sie sei ganz aufgehoben; dies ist aber doch nicht der 
Fall, denn nach Lé bis 1 Stunde färbt sich die trübe Harzemulsion 
blaß grünlichblau. Kocht man aber länger, so scheint die peroxydatische 
Wirkung tatsächlich völlig vernichtet zu sein, denn auch nach stunden- 
langem Stehen einer solchen, in gewöhnlicher Weise hergestellten 
Guajakprobe tritt keine Spur von Färbung ein. In Wirklichkeit hat 
aber auch in einem solchen Falle keine irreversible Zerstörung der Per- 
oxydase stattgefunden, denn es gelingt leicht, eine fast vollständige Regene- 
ration derselben einfach dadurch zu erzielen, daß man die Flüssigkeit 
in dünner Schicht auf den Boden einer verschließbaren Glasdose ausgießt 
und, vor Verdunstung geschützt, stehen läßt. Unter dem Einfluß des 
Luftsauerstoffs tritt dann allmählich im Laufe mehrerer Stunden eine 
so weit gehende Wiederherstellung der peroxydatischen Wirkung ein, 
daß man ohne genauere Messung einen Unterschied gegenüber der 
ungekochten Lösung nicht zu konstatieren vermag. Es ist bemerkens- 
wert, daß dieser Vorgang unter allen Umständen eine längere Zeit 
beansprucht und auch nicht wesentlich beschleunigt wird, wenn man 
die anhaltend gekochte, unwirksam gewordene Fermentlösung mit Luft 
schüttelt. Daß es aber wirklich nur der Sauerstoff ist, der die ‚„Regene- 
ration“ bewirkt, geht überzeugend daraus hervor, daß dieselbe völlig 
ausbleibt, wenn man die gekochte Lösung sofort mit Öl überschichtet. 
Man sieht sich daher zu der Annahme gedrängt, daß das an sich thermo- 
stabile Ferment nur in Verbindung mit Sauerstoff wirksam ist, d h. als 
Peroxydase zu fungieren vermag. Diese Verbindung wird offenbar 
erst durch Kochen gelöst, während sie bei einer Temperatur von 80 
bis 90° noch verhältnismäßig beständig ist. 

Man erinnert sich hier an das ganz ähnliche Verhalten des Speichel- 
ferments, bei welchem die Regeneration nach dem Erhitzen auf 80 
bis 90° durch Schütteln mit Luft schon in kurzer Zeit bewirkt werden 
kann, was um so mehr auffällt, als die amylolytische Wirkung hier 
zunächst so außerordentlich stark ist und der Abfall infolge des Er- 
hitzens sich demgemäß in ungleich stärkerem Maße geltend macht 
(vgl. diese Zeitschr. 129, 582, 1922). ` 

Ganz wie die Kartoffelperoxydase verhält sich nun auch die des 
Meerrettichs. Wir haben zunächst nur einfache Wasserextrakte von 
fein zerriebenen Wurzeln benutzt. Nach der ersten Zerkleinerung auf 
einem Reibeisen wurde die Masse unter Zusatz einer kleinen Menge 
destillierten Wassers noch mit Seesand in einer Reibschale tüchtig 
verrieben und dann so viel Wasser zugegossen, daß ein dünnflüssiger 
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Brei entstand. Nach 24 Stunden wurde abgepreßt und die Extraktion 
noch einmal in gleicher Weise wiederholt. Der leicht getrübte farblose 
wässerige Auszug bleibt bei Chloroformzusatz wochenlang gut wirksam. 
Versetzt man in einem Uhrglase eine kleine Menge der Flüssigkeit 
mit 1 bis 2 Tropfen H,O, (3proz. Lösung) und gießt ein wenig frisch 
bereiteter Guajaktinktur zu, so entsteht momentan eine intensiv 
dunkelblaue Färbung, während ohne Peroxyd die trübe Harzemulsion 
ihre gelbliche Farbe erst nach stundenlangem Stehen in ein blasses 
Grünlichblau ändert. Wie das Kartoffelferment, ist auch die Meer- 
rettichperoxydase in erstaunlichem Maße widerstandsfähig gegen hohe 
Temperaturgrade. Erhitzt man die wässerige Lösung in einem Reagenz- 
glase im Wasserbade auf 80 bis 90°, so zeigt sich unmittelbar nachher 
bei Anstellung der Guajakprobe kaum eine Verminderung der Wirkung. 
Erst nach längerem Aufenthalt im kochenden Wasserbade (10 bis 
15 Minuten) bleibt die Reaktion ganz aus. 

In welchem Grade aber die durch Kochen fürs erste ganz unwirksam 
gewordene Peroxydaselösung sich wieder zu regenerieren vermag, ergibt. 
sich aus folgendem Versuch. 

“Es wurden etwa 20ccm eines sehr wirksamen Wasserextraktes 
10 Minuten lang im Wasserbade gekocht. Eine gleich nachher gemachte 
Probe mit Guajak und H,O, zeigte auch nach Stunden keine Spur 
von Färbung. Die eine Hälfte des gekochten Extraktes wurde gleich 
mit Öl überschichtet, die andere aber auf den Boden einer gut ge- 
reinigten Glasdose in dünner Schicht ausgegossen und blieb dann gut 
verschlossen bei Zimmertemperatur stehen. Schon nach 3 bis 4 Stunden 
läßt sich eine merkliche Regeneration konstatieren, und eine am nächsten 
Tage entnommene Probe ergab mit Guajak und H,O, eine schöne 
Blaufärbung, die sich allerdings nicht wie bei einem frischen Extrakt 
unmittelbar nach dem Zusatz der Harzlösung entwickelt, sondern erst 
in einigen Minuten ihre maximale Intensität erreicht; schließlich war 
aber bei noch längerem Zuwarten ein Unterschied gegenüber einer 
ungekochten Probe desselben Extraktes überhaupt nicht mehr zu 
bemerken. Um so größer war daher der Gegensatz zu dem Verhalten 
der unter Öl ebensolange aufbewahrten Portion. Die mit der Pipette 
unter der Ölschicht aufgesaugte Flüssigkeit wurde im Uhrglase ganz 
wie die andere Probe mit H,O, und Guajaktinktur versetzt — es trat 
auch nach Stunden keine Spur von Färbung ein. 

Durch die große Liebenswürdigkeit des Herrn Kollegen Willstäiter 
stand uns eine kleine Probe gereinigter, außerordentlich wirksamer 
Meerrettichperoxydase zur Verfügung. Die dunkelbraunen Körnchen 
quollen bei Zusatz von destilliertem Wasser auf und ergaben eine in 
konzentriertem Zustande gelbliche Lösung, die selbst noch in höchster 
Verdünnung intensive Guajakreaktion gab. Während sonst in der 
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Regel die Widerstandsfähigkeit von Fermenten gegen höhere Tem- 
peraturgrade um so geringer zu sein pflegt, je mehr dieselben von fremden 
Beimengungen befreit sind, ist im vorliegenden Falle die Thermo- 
stabilität der gereinigten Peroxydase sogar größer als in einem einfachen 
wässerigen Extrakt der Wurzel. Es war ein Aufenthalt von etwa 
einer Viertelstunde im kochenden Wasserbade erforderlich, um die sehr 
verdünnte Fermentlösung peroxydatisch (auf Guajak) ganz unwirksam 
zu machen. Nach bloßem Erhitzen auf 90° oder kurzes Aufkochen 
ließ sich mittels dieser Reaktion ein merklicher Unterschied der Wirk- 
samkeit nicht feststellen. Dementsprechend war auch das Regenerations- 
vermögen solcher Lösungen unter dem Einfluß des Luftsauerstoffs 
überaus auffallend und sehr vollkommen. Schon nach einer Stunde 
färbte sich eine Probe der gekochten Lösung, die zunächst bei Zusatz 
von Guajaktinktur und H,O, keine Spur von Blaufärbung gegeben 
hatte und dann in einem Uhrglase in dünner Schicht vor Verdunstung 
geschützt, der Luft ausgesetzt blieb, wieder schön hellblau. Eine 
größere Menge derselben durch Kochen inaktivierten Lösung wurde 
auf den Boden einer Glasdose ausgegossen und ergab nach 12 Stunden, 
mit Guajak und H,O, geprüft, sofort intensivste Blaufärbung wie 
vor dem Kochen. Wenn auch vielleicht eine genauere Messung der 
peroxydatischen Wirkung doch eine merkliche Abnahme derselben als 
Folge des Erhitzens ergeben sollte, so ist doch jedenfalls nicht nur die 
Thermostabilität, sondern auch die Regenerationsfähigkeit der unter- 
suchten pflanzlichen Peroxydasen eine ganz erstaunlich große, und da 
es sich doch zweifellos um typische Fermente handelt, so kann fortan 
nicht mehr davon die Rede sein, die Thermolabilität als ein charak- 
teristisches Merkmal aller als Fermente zu bezeichnender Stoffe hin- 
zustellen. 

Die Thermostabilität der sauerstofffreien Peroxydasen macht es 
nun möglich zu prüfen, ob sie ähnlich wie der Blutfarbstoff und seine 
Derivate in Gegenwart von molekularem Sauerstoff ohne H,O, auch 
Stärke hydrolytisch zu spalten imstande sind, oder ob in den betreffen- 
den, amylolytisch wirksamen Pflanzenextrakten neben der Peroxydase 
noch eine besondere Amylase anzunehmen ist. Für die stärkereiche 
Kartoffelknolle gilt dies für sicher, und in der Tat läßt sich gerade 
mit der von uns angewendeten, sehr einfachen Methode immer leicht 
nachweisen, daß der Preßsaft oder ein Wasserextrakt auch aus der 
ruhenden Knolle (im Winter) ziemlich stark diastatisch wirken. Man 
kann sich davon leicht überzeugen, wenn man einige Kubikzentimeter 
0,5proz. Amylose zu etwa Lo des Volumens mit einem in der früher 
angegebenen Weise hergestellten wässerigen Auszug vermischt und 
einer Temperatur von 40° aussetzt. Dann wird auch ohne vorheriges 
Schütteln mit Luft der achromische Punkt zwar nicht so schnell wie 
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mit der gleichen Menge eines gut wirksamen Malzauszuges oder gar 
mit menschlichem Speichel, aber doch wesentlich schneller erreicht 
als bei einer einfachen Salzhydrolyse mit 2- bis 3proz. Kochsalzlösung. 
Eine Mischung von 3ccm Amylose mit Leem Kartoffelschalenextrakt 
und 2 ccm destillierten Wassers gibt, wenn man sie einige Minuten mit 
Luft schüttelt und dann bei 40° hält, in der Regel schon nach einer Stunde 
keine Jodfärbung mehr. Wiederholt man nun den Versuch mit der- 
selben Fermentlösung, nachdem sie im Wasserbade bis auf 90° erhitzt 
und dann 2 bis 3 Stunden in einem Uhrglase der Luft ausgesetzt war, 
so tritt der achromische Punkt manchmal sogar noch etwas früher, 
keinesfalls aber später ein als mit dem normalen Extrakt. Nur wenn 
man die Lösung gleich nach dem Erhitzen und ohne Schütteln ver- 
wendet, läßt sich immer eine ganz deutliche Verzögerung der Reaktion 
konstatieren, obschon bei Anstellung der Guajakprobe die Bläuung 
anscheinend noch ebenso schnell eintritt wie vorher. Eine gewisse 
Schwächung der amylolytischen Wirkung tritt demnach schon beim 
Erhitzen auf 90° ein, sie wird aber durch Sauerstoffaufnahme der 
Lösung rasch und vollständig ausgeglichen, so daß sich ein Unterschied 
zwischen der normalen und der erwärmten Lösung dann überhaupt 
nicht feststellen läßt. 

Es spricht dieses Verhalten offenbar nicht zugunsten des Vorhanden- 
seins einer besonderen Amylase neben der Peroxydase, denn es wäre 
dann unter allen Umständen ein viel stärkeres und bleibendes Ab- 
sinken der diastatischen Wirkung zu erwarten gewesen. Wollte man 
an der Annahme einer besonderen Kartoffelamylase in den ruhenden 
Knollen festhalten, so müßte einer solchen jedenfalls eine viel größere 
Widerstandsfähigkeit gegen höhere Temperaturen zugeschrieben werden, 
als man es sonst durchschnittlich bei Amylasen findet. Nun gibt es 
in der Literatur allerdings Angaben, welche darauf hinzudeuten scheinen, 
daß verschiedene pflanzliche Diastasen in verschiedenem Grade tempe- 
raturempfindlich sind; so soll beispielsweise das Haferenzym erst bei 
90° ganz zerstört werden, indessen ist darauf um so weniger Wert zu 
legen, als es sich in solchen Fällen möglicherweise nur um den Einfluß 
verunreinigender Substanzen in den Fermentlösungen handelt. Eine 
solche Annahme schützender Stoffe ließe sich ja wohl auch für das 
Kartoffelenzym machen, wir werden aber später sehen, daß sich ein 
ganz analoges Verhalten auch für gereinigte Meerrettichperoxydase 
nachweisen läßt. Zunächst soll aber erst noch das Verhalten wirklich 
gekochter Kartoffelextrakte besprochen werden: 

Einige Kubikzentimeter eines dunkelbraunen, sowohl peroxydatisch 
wie diastatisch sehr gut wirksamen wässerigen Auszuges aus Kartoffel- 
schalen wurden in einem Reagenzglase im Wasserbade 5 Minuten lang 
gekocht, wobei sich die Flüssigkeit leicht trübte und dunkelbraune 
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Flöckchen ausschied. Eine kleine Menge davon ergab bei sofortiger 
Prüfung mit Guajak und H,O, erst nach etwa einer Viertelstunde eine 
schmutzig grünliche Färbung. Es wurden dann zwei Proben von je 
3 ccm 0,5proz. Amylose, 2 ccm Wasser und l ccm einmal des gekochten 
und dann, zur Kontrolle, des normalen Extraktes 5 Minuten mit Luft 
geschüttelt und im Thermostaten einer Temperatur von 40° ausgesetzt. 
Schon nach einer Stunde hatten beide den achromischen Punkt erreicht. 
Es war demnach auch durch die Siedehitze die peroxydatische Wirkung 
der Lösung nicht völlig aufgehoben, während die diastatische Kraft 
anscheinend gar keine Einbuße erlitten hatte. Es liegt darin aber kein 
Widerspruch gegen die Annahme, daß beiderlei Wirkungen ein ein- 
heitliches Ferment mit dem Charakter einer Peroxydase zugrunde liegt, 
denn durch das Schütteln mit Luft war offenbar schon eine so weit- 
gehende Regeneration eingetreten, daß ein Unterschied nicht mehr 
bemerkbar wurde. In der Tat ergab der Rest des gekochten Auszuges, 
der in einer Glasschale in dünner Schicht ausgegossen worden war, 
schon 2 Stunden später wieder ganz normale tiefblaue Guajakreaktion. 
Wurde ein Reagenzglas mit Kartoffelextrakt 10 Minuten in ein kochen- 
des Wasserbad eingestellt, so erfolgt bei Zusatz von Guajak und H,O, 
auch bei längerem Stehen keine Bläuung. Schüttelt man aber Leem 
der Lösung mit einer Mischung von 3 ccm 0,5proz. Amylose und 2 ccm 
Wasser 10 Minuten lang mit Luft, so zeigt sich die diastatische Wirkung 
nur wenig vermindert, indem der achromische Punkt bei 40° in etwa 
2 Stunden erreicht wurde. Bei Prüfung mit Guajak und H,O, ergab 
sich nun auch fast vollkommene Regeneration der peroxydatischen 
Wirkung, indem fast momentan schöne Blaufärbung eintrat. Unterläßt 
man bei einer solchen Probe das anhaltende Schütteln mit Luft, so 
schreitet unter sonst gleichen Bedingungen die Amylolyse sehr viel 
langsamer fort, und man kann mehrere Stunden warten, ehe die Jod- 
reaktion ganz ausbleibt. Wird aber eine gleichartige Probe gleich 
nach Zusatz von Leem des eben gekochten, noch heißen Auszuges 
gleich mit Öl überschichtet, so bleibt die Hydrolyse ganz aus, und es 
erfolgt auch keine Regeneration der peroxydatischen Wirkung, wenn 
man in einem Reagenzglase einige Kubikzentimeter des noch heißen Ex- 
traktes mit Öl überschichtet stehen läßt. 

Man wird nach diesen Befunden kaum noch zweifeln können, 
daß beiderlei Wirkungen von einem und demselben Ferment, einer Per- 
oxydase, die zugleich als Diastase (Amylase) fungiert, ausgehen. 

Wässerige Extrakte von Meerrettich zeigen ebenfalls eine doppel- 
sinnige enzymatische Wirkung, indem sie in Anwesenheit von H,O, 
nicht nur Guajak bläuen oder Pyrogallol oxydieren, sondern mit Hilfe 
von molekularem Sauerstoff auch Stärke hydrolytisch zu spalten ver- 
mögen, nur ist diese letztere Wirkung hier wesentlich schwächer als 
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bei der Kartoffelperoxydase. Genauere Messungen lassen sich allerdings 
an den unreinen Lösungen nicht wohl anstellen, aber man kann doch 
so viel sagen, daß ein Extrakt aus Meerrettich von annähernd gleicher 
peroxydatischer Wirkung, wie ein solches von Kartoffeln, immer 
schwächer diastatisch wirkt. Die nächstliegende Annahme scheint 
auch hier die zu sein, daß mit einer starken Peroxydase eine schwache 
Amylase vergesellschaftet ist. Dagegen spricht aber wieder sehr ent- 
schieden das Verhalten gekochter Lösungen, indem auch in diesem Falle 
die Regeneration der peroxydatischen Wirkung der der diastatischen 
ganz parallel läuft. Es kommt noch dazu, daß wir in dem Blutfarbstoff 
ein weiteres Beispiel einer Peroxydase mit verhältnismäßig schwacher 
diastatischer Wirkung haben, die hier sicher nicht auf eine besondere 
Amylase bezogen werden kann. 

Infolge der geringen Intensität der Stärkehydrolyse durch Meer- 
rettichauszüge macht sich der fördernde Einfluß des Schüttelns mit 
Luft hier viel auffallender bemerkbar als bei Kartoffelextrakten. 3 ccm 
eines fast farblosen Meerrettichauszuges, der sehr intensive Gusjak- 
reaktion gab, führten, mit dem gleichen Volumen 0,5proz. Amylose 
vermischt, nach 10 Minuten langem kräftigen Schütteln mit Luft in 
2 Stunden (bei 40°) zum Verschwinden der Jodreaktion, während eine 
zweite ganz gleiche, aber nicht geschüttelte Probe erst etwa in der 
doppelten Zeit violett reagierte. Es wurde schon früher erwähnt, daß 
eine so energische Durchlüftung, wie sie durch längeres Schütteln erzielt 
wird, dennoch nicht genügt, um eine vollständige Regeneration der 
peroxydatischen Wirkung eines bis zum Verschwinden derselben ge- 
kochten Meerrettichextraktes herbeizuführen, was immer nur durch 
längeres (12 bis 24 Stunden) Stehen der in dünner Schicht ausgebreiteten 
Flüssigkeit in Berührung mit Luft ermöglicht wird. Dem entspricht 
nun vollkommen, daß auch die diastatische Wirkung einer solchen 
gekochten Fermentlösung ein völlig gleichsinniges Verhalten zeigt. Es 
wurden durch Vermischen gleicher Volumina (je 3ccm) 0,5proz. 
Amyloselösung und Meerrettichextrakt zwei Proben hergestellt, von 
denen die eine normale, die andere aber gekochte Fermentlösung ent- 
hielt. Beide wurden nach 10 Minuten langenı Schütteln bei 40° gehalten. 
Nach 3 Stunden reagierte die letztere noch rotviolett, während die 
normale Probe schon den achromischen Punkt erreicht hatte. Be 
Wiederholung des Versuchs mit derselben gekochten Fermentlösung, nach- 
dem sie 12 Stunden in dünner Schicht in einer Glasschale der Luft aus- 
gesetzt war und dann mit Guajak und H,O, sofortige intensive Blau- 
färbung ergab, ließ sich auch hinsichtlich der amylolytischen Wirkung 
der beiden Proben kein Unterschied mehr konstatieren. In dem Maße. 
wie sich die Peroxydase regeneriert, kehrt auch die ursprüngliche diasta- 
tische Kraft wieder zurück. Dieses völlig gleiche Schritthalten der 
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beiden so verschiedenen Wirkungen weist mit Entschiedenheit darauf 
hin, daß beiden auch das gleiche Substrat zugrunde liegt. Dieser Schluß 
wird noch weiter gestützt durch entsprechende Versuche mit dem 
Willstätterschen reinen Präparat. Obschon wir nur über eine kleine 
Menge noch dazu sehr verdünnter Lösung verfügten, ließ sich doch 
mit Sicherheit feststellen, daß ihr, ebenso wie dem wässerigen Auszug 
der Wurzel, neben der peroxydatischen auch diastatische Wirkung 
zukommt, welche letztere wieder an reichliche Durchlüftung der Flüssig- 
keit geknüpft erscheint. Bei Vermischung gleicher Volumina Ferment- 
lösung und 0,5proz. Amylose blieb nach kräftigem, etwa 10 Minuten 
fortgesetztem Schütteln mit Luft die Jodreaktion bei 40° nach 3 bis 
4 Stunden aus. Mit konzentrierteren Lösungen wird voraussichtlich 
die Hydrolyse wesentlich schneller ablaufen. Will man also. nicht an- 
nehmen, daß auch dem gereinigten Präparat noch Amylase anhaftet, 
so bleibt, da auch Salzhydrolyse, an die man bei den unreinen Ex- 
trakten vielleicht auch hätte denken können, ausgeschlossen erscheint, 
keine andere Deutung übrig als die, daß der pflanzlichen Peroxydase 
als solcher, wie dem Blutfarbstoff und seinen Abkömmlingen, die 
Fähigkeit zukommt, mit Hilfe von molekularem Sauerstoff auch Stärke 
zu spalten. Es mag nicht unerwähnt bleiben, daß wir in gleicher Weise 
auch Extrakte verschiedener Pilze sowohl peroxydatisch als diastatisch 
wirksam fanden. Es erscheint dies aus dem Grunde besonders be- 
merkenswert, weil ja hier Stärke gar nicht vorkommt und daher wohl 
auch Amylase ausgeschlossen erscheint. 


32 * 


Über den Zuckergehalt der Blutkörperchen. 


Von 
M. Richter- Quittner. 


(Eingegangen am 14. Juli 1924.) 


Die Frage, ob die roten Blutkörperchen Zucker enthalten oder nicht, 
ist in der deutschen Literatur noch viel diskutiert. Die amerikanischen 
und französischen Autoren hingegen, die sich mit derartigen Untersuchungen 
befassen, vertreten die Ansicht, daß die Blutkörperchen und das sie um- 
gebende Plasma den gleichen Zuckergehalt aufweisen, und zwar sowohl 
beim Menschen als auch beim Tiere. 

Wie ich bereits am 10. März 1924 in der biologischen Gesellschaft in 
Wien!) erklärt habe, konnte ich, seitdem ich mich der Methodik bediene, 
die in Amerika und Frankreich für die Bestimmung des Blutzuckers in 
Verwendung steht, immer reichlich Zucker in den Blutkörperchen nach- 
weisen. 

Die Gründe für die Unstimmigkeit der Analysen zahlreicher Autoren, 
auch für die, welche Falta mit mir publiziert hat, beruhen, wie Etienne, 
Verain und Schmid in überzeugender Weise dartun konnten, naturgemäß 
nicht auf einer falschen Ausführung der chemischen Technik, sondern auf 
Unkenntnis der biologischen Verhältnisse. Während nämlich Falta und 
seine Mitarbeiter sich größte Mühe geben, die Blutkörperchen nicht zu 
schädigen, haben Etienne, Verain®) und Schmid?) den Beweis erbracht, 
daß es einzig und allein darauf ankommt, die Blutkörperchen vollständig 
zu hämolysieren. Alle Analysen, die ich unter diesen Gesichtspunkten im 
chemischen Laboratorium der medizinischen Klinik des Herrn Prof. Blum 
in Straßburg ausgeführt habe, ergaben ausnahmslos den gleichen Blut- 
zuckergehalt für das Gesamtblut und für das dazugehörige Plasma. 

Ich will hier nur zwei Beispiele anführen: 

14. August 1923. Normal: 105 mg-Proz. Zucker im Gesamtblut und 
103,5 mg-Proz. im Plasma. 

21. August 1923. Diabetes mellitus: 254 mg-Proz. Zucker im Gesamt- 
blut und 258 mg-Proz. im Plasma. 

Aus diesen Zahlen geht hervor, daß der Zuckergehalt der Blutkörperchen 
und der des Plasmas identisch ist, vorausgesetzt, daß man die Blutkörperchen 








1) Med. RI 19, 655, 1924. 

2) Etienne und Verain, C. r. des Séances de la Soc. de Biol. 86, 
394, 1922. 

3) F. Schmid, ebendaselbst 87, 1367, 1922. 
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hämolysiert und die Glykolyse hemmt. Das Blut wurde nach den Vor- 
schriften von Ambard!) mit Natriumfluorid ungerinnbar gemacht, die 
Analysen nach der Methode von Bertrand ausgeführt. 

Die unrichtigen Angaben?) aus dem chemischen Laboratorium des 
Kaiserin-Elisabeth-Hospitals in Wien beruhen darauf, daß diesen Verhält- 
nissen nicht Rechnung getragen wird. Wird die Hämolyse der Blut- 
körperchen nicht oder nur unvollständig erreicht, so entgeht ein mehr 
oder minder großer Teil des in den Blutkörperchen vorhandenen Zuckers 
der Bestimmung. 


1) Ambard, Bull. de la Soc. de Chim. Biol. 2, 202, 203, 1920. 
2) W. Falta und M. Richter-Quiütner, diese Zeitschr. 100, 148, 1919; 
F. Hoegler und K. Ueberrack, ebendaselbst 148, 150, 1924. 


Beitrag zur Untersuchung der Serumeiweißkörper. 
Erwiderung auf die Arbeit von W. v. Frey?). 


Von 
G. Leendertz. 


(Aus der medizinischen Klinik Königsberg.) 
(Eingegangen am 20. Juli 1924.) 


Meine Feststellung?) des höheren Eiweißgehaltes von Serum, das durch 
Gerinnung von Plasma entsteht (Plasmaserum) gegenüber solchem Serum, 
das man in der üblichen Weise bei der Blutgerinnung erhält (Blutserum), 
hat v. Frey auf Grund von 25 Untersuchungen bestritten. Der Autor 
stellt an Hand von sechs Versuchen fest, daß bei Vermeidung von Ände- 
rungen der CO,-Spannung Plasmaserum und Blutserum hinsichtlich des 
Eiweiß- bzw. Wassergehaltes keinen Unterschied aufweisen. Hierzu seien 
mir einige Bemerkungen gestattet. 

Der Einfluß der CO,-Spannung?®) auf das Volumen der Blutkörperchen 
und damit auf den Wasser- und Ionengehalt des Serums ist von mir natürlich 
auch berücksichtigt worden. Um ihn zu vermeiden, fing ich das Blut, 
nachdem zuerst etwa 20 ccm unbenutzt abgelaufen waren, unter Paraffin 
auf, allerdings ohne Anwendung eines Schlauches. DaB diese Maßnahme 
genügte, zeigten meine Kontrollproben, denn ich entnahm stets noch eine 
dritte Probe, die mit der ersten genügend übereinstimmende Brechungs- 
werte ergab (s. Spalte a und d in meiner Tabelle). 

v. Frey hat bei seinen in Tabelle I mitgeteilten 19 Versuchen keine 
derartige Vorsichtsmaßregel angewandt. Trotzdem sind von diesen 12 im 
gleichen Sinne wie die meinen ausgefallen, wenn auch bei einigen (fünf) die 
Differenz wesentlich kleiner als bei mir war. Zwei Versuche zeigten keinen 
Unterschied der beiden Serumarten und fünf hatten ein mir widersprechen- 
des Resultat. Diese Ergebnisse bestätigen also meine Befunde scheinbar 
nicht ganz. Dies dürfte sicherlich daran liegen, daß mindestens bei einem 
Teile der Versuche das Ausgangsmaterial zur Gewinnung beider Serum- 
arten nicht identisch war. v. Frey würde vermutlich bei der Untersuchung 
der Blutseren seiner beiden jeweils entnommenen Proben verschiedene 
Brechkraft gefunden haben. Wenn nämlich die Stauung zu lange gedauert 
hat oder das Blut nicht gleich im Strahle aus der Kanüle läuft, so machen 
sich die Einflüsse der Stauung derart geltend, daß die einzelnen Portionen 





1) Diese Zeitschr. 148, 53, 1924. 

2) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 140. 

3) Es kam mir — im Gegensatz zu o Frey — nicht darauf an, däs 
Blut unter Ausschaltung aller exogenen CO,-Einflüsse aufzufangen‘‘, viel- 
mehr umgekehrt, die Kohlensäureabgabe des Blutes zu vermeiden oder 
wenigstens bei beiden Proben in gleichen Grenzen zu halten. 
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nicht Blut gleicher Beschaffenheit enthalten. Deshalb benutzte ich nie 
das zuallererst auslaufende Blut und entnahm zum Schluß auch aus diesem 
Grunde noch die Kontrollprobe. Stimmt diese im Eiweißgehalt mit der 
ersten nicht gut überein, so ist der Versuch zu verwerfen. 

Einer besseren Methode habe ich mich später bedient, die die Einflüsse 
der Kohlensäurespannung dadurch zu eliminieren gestattet, daß eine 
einzige Blutprobe zur Gewinnung beider Serumarten benutzt wird. Das 
Blut wird dabei mit der Spritze entnommen und nach Durchmischung 
mit Zusatzflüssigkeit in zwei Teile geteilt, die zur Gewinnung von Blut- 
und Plasmaserum dienen. In einer inzwischen in dieser Zeitschrift er- 
scheinenden Arbeit hat A.@Gromelski, der auf meine Veranlassung das in 
Rede stehende Phänomen weiter verfolgte, die mit der angedeuteten 
Methode gewonnenen Resultate veröffentlicht. Es sei hier auf diese Arbeit 
verwiesen, in der an 58 Fällen meine früheren Befunde bestätigt werden. 

Wenn v. Frey auf Grund seiner aus Tabelle I ersichtlichen Ergebnisse 
im Text der Arbeit die Verhältnisse genau umgekehrt darstellt, wie ich 
sie oben herausgelesen habe, und einen höheren Eiweißgehalt im Blutserum 
häufiger gefunden haben will als im Plasmaserum, so liegt das daran, daß 
im Text nur die mittels Kjeldahls erhaltenen, mit den Refraktionswerten 
schlecht übereinstimmenden Resultate berücksichtigt werden. Zu einem 
Vergleich mit meinen Ergebnissen muß man meines Erachtens in erster 
Linie die gleiche Methode zugrunde legen. Das Mikro-Kjeldahlverfahren 
ist überdies gerade hinsichtlich Vergleichsbestimmungen dem Refrakto- 
meter weit unterlegen. Betrachtet man aber die aus der Tabelle ersicht- 
lichen Refraktometerwerte, so kommt man zu ganz entgegengesetzten 
Schlußfolgerungen, wie sie v. Frey gezogen hat. Der Genauigkeitsgrad 
des Refraktometerverfahrens wird vom Autor augenscheinlich unterschätzt. 
Daß die Eiweißwerte etwas zu hoch liegen, beeinträchtigt nicht den Wert 
von Vergleichsbestimmungen, besonders nicht, wenn diese zwei dem gleichen 
Blute entstammende Serumarten betreffen. Die Fehlerbreite wird auf 
0,05 Skalenteile, also 0,01 Proz. Eiweiß angenommen, eine Angabe Star- 
lingers!), die auch ich aus langjähriger Refraktometererfahrung bestätigen 
kann. 

Was nun die sechs Versuche betrifft, auf die v. Frey die Schlußfolgerung 
stützt, bei Vermeidung von Änderungen der CO,-Spannung zeigten die 
beiden Serumarten keine Unterschiede, so wäre dazu zu bemerken, daß 
immerhin unter Zugrundelegung des Refraktometerverfahrens — die 
Differenz liegt zweifellos außerhalb der Fehlerbreite — zwei (bei Berück- 
sichtigung der Resultate des Kjeldahlverfahrens sogar drei) in meinem 
Sinne ausgefallen sind, während bei einem Versuch keine Differenz ge- 
funden wurde. Die Differenz der N-Werte mag vielleicht innerhalb der 
möglichen Fehlergrenze liegen, das Verfahren ist eben zu ungenau, um auf 
damit gewonnene Ergebnisse beweiskräftige Schlüsse aufzubauen. Wenn 
nämlich Differenzen von 0,19 Proz. Eiweiß (Fall 22 und 26) noch auf un- 
vermeidlichen Fehlern beruhen können, kann man prinzipielle Fragen, 
bei denen es sich um eine durchschnittliche Differenz von 0,27 Proz. handelt, 
nicht mit dieser Methode entscheiden. Im übrigen gilt auch für die sechs 
Versuche mein Einwand gegen die Art der Blutgewinnung. 


1) Starlinger, diese Zeitschr. 140. 


Zur Theorie der Ca-Ionisation in der Blutflüssigkeit. 


Von 
Julius Hollo. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der Universität Budapest.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1924.) 


Die Frage der Ca -Ionisation im Blute ist speziell im Zusammen- 
hang mit neueren Tetanietheorien aktuell geworden. Es werden aus 
chemischen Betrachtungen weitgehende klinische Schlüsse gezogen, die 
nicht ganz ungefährlich sind, da sie auf schwankendem Boden ge bant 
sind. Eine kurze, elementar-theoretische Besprechung dieser Frage 
scheint uns also nicht ganz überflüssig zu sein. 

> In jeder wässerigen Lösung, insofern diese ein Ca-Salz in Berührung 
und in stabilem Gleichgewicht mit dem entsprechenden Bodenkörper ent- 
hält, ist die Menge der vorhandenen Ca Jonen im Sinne des Massen- 
wirkungsgesetzes durch folgende Gleichung bestimmt: 

[Ca;]" . [Anion,]" = K, 0) 
wo m die Zahl der in einem Bodenkörpermolekül enthaltenen Co - 
Ionen, n die Zahl der entsprechenden Anionen und K das Löslichkeits- 
produkt des Bodenkörpers ist. 

Ist K und die Konzentration des bodenkörperbildenden Anions 
bekannt, so läßt sich daraus die Ca-Ionenkonzentration berechnen. 

K hat für jeden Bodenkörper einen von der Zusammensetzung der 
Lösung unabhängigen Wert und läßt sich ein für allemal bestimmen. 
Dagegen läßt sich die Menge des bodenkörperbildenden Anions meist 
nur indirekt bestimmen. 

Als erläuterndes Beispiel wollen wir eine etwa neutrale Lösung 
von CaCl,, NaHCO, und H,CO, betrachten, die in Berührung und 
stabilem Gleichgewicht mit ihrem Bodenkörper, in diesem Falle CaCO, 
ist. Für diesen Fall nimmt Gleichung (1) folgende Gestalt an: 


Ca” CO = K, 
Die Menge der in dieser, sowie in jeder NAHCO,-haltigen Lösung 
vorhandenen äußerst geringfügigen CO3-Ionen läßt sich analytisch 
natürlich nicht bestimmen. Um trotzdem die Ca"-Ionenkonzentration 
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in dieser Lösung berechnen zu können, müssen wir die CO3-Ionen 
als Funktion der H'- und HCO3-Ionen ausdrücken und in obige 
Gleichung einsetzen. Da 
j HCO; 
CO; = K, $ E ? ` 
so wird die neue Gleichung, deren jedes Glied experimentell bestimmbar 
ist, folgendermaßen lauten: 





—-—=K&K. (2) 


Diese Gleichung, deren einfachste und allgemeinste Ableitung wir 
hier gegeben haben, ist dieselbe, die Rona und Takahashi!) experimentell 
verifiziert und deren Konstante sie bestimmt haben. Diese Gleichung 
gilt natürlich nur unter den oben schräg gedruckten Bedingungen. 
Weder in übersättigten noch in ungesättigten Lösungen läßt sich daraus 
etwas berechnen. 

Und gerade weil dieselben Autoren gefunden haben, daß im Serum 
viel mehr dialysibles Ca vorhanden ist, als es dieser Gleichung ent- 
spricht, haben sie geschlossen, daß das Serum eine metastabıle, über- 
sättigte Ca-Lösung ist. Die Anwendung dieser Formel zur Berechnung 
der Ca”-Ionenkonzentration in der Blutflüssigkeit, wie das von klinischer 
Seite, unter Berufung auf Rona und Takahashi, öfters geschehen ist, 
widerspricht also den klar geäußerten Anschauungen dieser Autoren?). 

Michaelis?) meint allerdings, daß die Berechnungen von Rona 
und ` Takahashi einiger Korrekturen bedürfen, und so läßt er die Frage, 
ob das Ca im Serum in übersättigter Lösung vorhanden ist, einstweilen 
offen. Auch sonst erscheint die Annahme einer Übersättigung des Ca 
im Serum nicht unvermeidlich zu sein. Brinkman und van Dam’) 
haben bestimmt, wieviel Oxalat man zum Serumultrafiltrat geben muß, 
damit das Löslichkeitsprodukt des Ca-Oxalats erreicht werde und 
eine Trübung entstehe, und haben auf diese Weise Ca”-Ionenkonzen- 
trationen gefunden, die eine Übersättigung des Serums an gut disso- 
ziierendem CaCO, unwahrscheinlich machen. 

Ergänzt man diese Versuche mit den Dialysierversuchen von Rona 
und Takahashi, so muß man zu der Annahme kommen — worauf gleich- 
falls Michaelis hingewiesen hat —, daß das Ca im Serum größtenteils in 
Form einer zwar echt gelösten, jedoch schwach dissoziierten (durch Oxalat 
allerdings fällbaren) Verbindung vorhanden ist. 


1) Diese Zeitschr. 49. 

2) Anmerkung während der Korrektur: Diese unsere Behauptung 
ist schon von Maiweg (diese Zeitschr. 184) geäußert worden. 

3) Die Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl., Teil I, S. 72. 

4) Zitiert nach Michaelis, Le 
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Durch diese mögliche Annahme entsteht aber unseres Erachtens eine 
neue Lage bezüglich der Frage der Ca”-Ionisation. Ist ein unbestimmter 
Teil des Ca tatsächlich in Form einer gelösten, aber undissoziierten Ver- 
bindung im Serum vorhanden, so läßt sich allein auf Grund von Ca-, Bi- 
carbonat- und pyg-Bestimmungen nichts mehr darüber aussagen, ob das 
Löslichkeitsprodukt Ca CO, erreicht ist oder nicht. Damit fällt aber 
die Möglichkeit einer Berechnung der Ca”-Ionenkonzentration auf Grund 
der Gleichung (2); solange kein CaCO, als Bodenkörper vorhanden, ist 
die Ca”-Ionenkonzentration von der pg und der HCO,-Ionenkonzentration 
unabhängig. Aber auch in Gegenwart eines Bodenkörpers würde das Vor- 
handensein einer schlecht dissoziierenden Ca-Verbindung in der Lösung 
einen unter Umständen weitgehenden Schutz der Ca” -Ionenkonzentration 
vor der Einwirkung kalkfällender Salze bedeuten. Eine Fällung der Ce. 
Ionen würde nämlich durch eine Abdissoziation neuer Ca -Ionen aus dieser 
Verbindung kompensiert werden, und auch ein Teil der infolge von Auf- 
lösung des Bodenkörpers freiwerdenden Ca”-Ionen würde durch die schlecht 
dissoziierte Verbindung — solange diese dazu ausreicht — abgefangen 
werden. Das wäre also eine Art Pufferung der Ca” -Ionen, die die Gleichung (2) 
oder andere analoge Gleichungen natürlich nicht berührt, da durch den- 
selben Mechanismus und bis zu demselben Grade auch die Konstanz der 
kalkfällenden Anionenkonzentration gewahrt würde. Dieser Mechanismus 
würde speziell gegen die Wirkung der Phosphate gerichtet sein; gegenüber 
den Bicarbonaten, die im Verhältnis zu Ca in großem Überschuß vorhanden 
sind, würde sich dieser Mechanismus sehr bald erschöpfen. 


Die Frage der Anwendbarkeit der sogenannten Ronaformel oder 
damit analogen Gleichungen auf das Serum und speziell auf das patho- 
logische Serum ist also einstweilen noch unentschieden, und die Ein- 
führung solcher Berechnungen in die klinische Pathologie scheint uns 
deshalb etwas verfrüht zu sein. 

Sollten aber die Bedingungen der sogenannten Ronafornmel erfüllt 
sein, so genügt sie jedenfalls allein, um daraus die Ca'-Ionenkonzen- 
tration zu berechnen; sie bedarf zu diesem Zwecke gar keiner Ergänzung 
durch Einführung anderer Ionen. 

Diese Bemerkung gilt vor allem für die von György!) angeregte 
und dann von Behrendt?) durchgeführte Kombination der Gleichung (2) 
mit einer analogen für das HPO,-Ion aufgestellten Gleichung. György 
begründet die Notwendigkeit dieser „Ergänzung“ mit der Bemerkung, 
„daß die Bedeutung der Phosphate für die Aufrechterhaltung der 
H'-Ionenkonzentration im Blute nicht zu vernachlässigen sei", und 
weiter, „daß die kalkfällende Wirkung der Phosphate sie mit den 
Bicarbonaten auf gleiche Stufe setzte‘‘, ohne daß wir verstehen könnten, 
wieso diese Bemerkungen die Gültigkeit des Massenwirkungsgesetzes 
tangieren könnten. Und wenn Behrendt?) gefunden hat, ‚daß zur 
Erreichung des Löslichkeitsproduktes mit Ca” im Liquor die Bicarbonat- 


1) Jahrb. f. Kinderheilk. 96. 
2) Diese Zeitschr. 146. 
3) Ebendaselbst 140. 
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menge auf etwa das 24,fache erhöht werden muß, die Phosphatmenge 
aber nur um 30 bis 50 Proz.“, so folgt daraus nur, daß der Liquor 
sowohl in bezug auf CaCO, wie Ca-Phosphat ungesättigt ist, auf das 
also weder die Ronaformel — wie das Brock!) getan hat — noch eine 
analoge Phosphatgleichung anwendbar ist. 

Sollte der Nachweis gelingen, daß die Blutflüssigkeit eine stabile 
gesättigte Lösung nicht nur von CaCO,, sondern auch von Ca-Phosphat 
ist, so kann für sie natürlich eine Gleichung aufgestellt werden, die 
die Beziehungen zwischen den Co, — Phosphat- und H’-Ionen im Serum 
regelt; diese Gleichung muß aber natürlich dieselben Co  Herie liefern 
wie Gleichung (2). Die Kombination dieser beiden Gleichungen zur 
Berechnung der Ca -Ionenkonzentration ist also zumindest überflüssig. 

Die Bicarbonatgleichung hat den großen Vorzug, daß im Serum 
die HCO3;-Ionenkonzentration praktisch mit der analytisch ermittelten 
Bicarbonatkonzentration gleichzusetzen ist. Für das Phosphation läßt 
sich das dagegen nicht ohne weiteres behaupten. Ist Calciumphosphat 
als Bodenkörper vorhanden — und das ist ja die Vorbedingung einer 
entionisierenden Wirkung der Phosphate —, so ist nicht zu sagen, 
wie groß z. B. der Teil der Phosphate ist, der als Bodenkörper, also 
unionisiert zugegen ist, da die Phosphatkonzentration im Serum ge- 
ringer oder jedenfalls von der gleichen Größenordnung wie die Calcium- 
konzentration ist. Dieser Umstand läßt einstweilen eine Benutzung 
des Serum-Phosphatgehaltes zu Berechnung der Ca”-Ionenkonzen- 
tration illusorisch erscheinen. 


Nicht einmal so viel läßt sich sicher sagen, daß eine Änderung des 
Phosphatgehaltes im Serum, selbst bei vorhandenem Calciumphosphat- 
Bodenkörper und unverändertem Calciumgehalt und Py, eine entgegen- 
gesetzte Änderung im Ca”-Ionengehalt zur Folge haben muß. Auf die 
schützende Wirkung eventuell vorhandener, undissoztiert gelöster Calcium- 
verbindungen haben wir schon hingewiesen. Auch CaCO, als Boden- 
körper hätte eine ähnliche Wirkung. Ein entstehender Calciumphosphat- 
niederschlag als Folge der Vermehrung der Blutphosphate würde in diesem 
Falle durch Auflösung von CaCO, größtenteils kompensiert werden; da 
im Serum etwa zehnmal soviel Bicarbonat als Phosphat vorhanden ist, 
so wird die prozentuelle Vermehrung des HCO;-Ions, die als Folge dieser 
Auflösung zustande käme, zu gering sein, um im Sinne der Gleichung (2) 
die Ca”-Ionenkonzentration nennenswert zu verschieben. 


Der Vollständigkeit wegen soll noch bemerkt werden, daß die 
Gleichung, die György und auch Behrendt zur Berechnung der Wirkung 
der Phosphate in Analogie mit der Ronaformel aufgestellt haben: 


Ca”. HPO, 
ee K, (3) 


1) Diese Zeitschr. 142. 
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auch mathematisch nicht richtig sein kann. Die richtige Formulierung 
dieser Gleichung wird davon abhängen, in welcher Form — ob als 
tertiäres oder sekundäres Phosphat oder als deren Gemisch — der 
entsprechende Bodenkörper vorhanden ist. Diese Frage ist unseres 
Wissens für das Serum noch nicht untersucht worden; am wahrschein- 
lichsten ist, daß der Bodenkörper — wenn auch nicht rein, so doch 
größtenteils — aus Ca,(PO,), bestehen würde. In diesem Falle müßte 
die Gleichung 

Ca; OH PO: 

HS 

lauten. Daß aber die @yörgysche Gleichung (3) nicht richtig sein kann, 
das geht, und zwar ganz unabhängig von der Zusammensetzung des 
Bodenkörpers, schon daraus hervor, daß es im Sinne des Massen- 
wirkungsgesetzes unmöglich ist, das einwertige Anion HCO3 in einer 
Gleichung ohne weiteres mit dem zweiwertigen Anion HPO% wie 
das hier geschehen ist — zu ersetzen. 


= K 


Zusammenfassung. 


Die sogenannte Ronaformel gilt nur für Lösungen, die im stabilen 
Gleichgewicht mit CaCO, als Bodenkörper sind; für das Serum steht 
aber dieser Beweis noch aus. 

Eine entsprechende Gleichung für die Phosphate kann mathe- 
matisch nur dann formuliert werden, wenn die chemische Natur des 
entsprechenden Bodenkörpers bekannt ist. Die sogenannte Györgysche 
Gleichung ist mathematisch jedenfalls unhaltbar. 

Eine ebenfalls von György angeregte Kombination der Ronaformel 
mit einer analogen Formel für Phosphate ist nur dann erlaubt, wenn 
beide Bodenkörper vorhanden sind, was einstweilen unbewiesen ist. 
Aus einer solchen Kombination muß aber derselbe Ca Wert heraus- 
kommen, wie aus der Ronaformel allein, und darum ist sie zumindest 
überflüssig. 

Die Wirkung der Phosphatkonzentration auf die Ca’-Ionen- 
konzentration im Serum ist auch bei vorhandenem Calciumphosphat- 
bodenkörper einstweilen unsicher. 

Die bisherigen klinischen Theorien, die sich auf Annahmen über 
die Bedingungen der Ca-Ionisation im Serum aufbauen, sind verfrüht. 





Klinische Methode 
zur Bestimmung des Bicarbonatgehaltes im Blutplasma. 


Von 


J. Holló und St. Weiss. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Universität Budapest.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1924.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor einigen Jahren haben van Slyke, Stillmann und Cullen!) eine 
bestechend einfache Methode angegeben zur Bestimmung des Bi- 
carbonatgehaltes im Plasma bzw. Serum: Das Plasma wird mit einer 
bekannten Menge Salzsäure versetzt, die dadurch aus den Bicarbonaten 
freigemachte Kohlensäure durch Schütteln an der Luft entfernt, die 
zurückgebliebene Salzsäure aber mit Lauge bis zur ursprünglichen 
Reaktion des Plasmas zurücktitriert. Da ein, und zwar der vorhandenen 
Bicarbonatmenge äquivalenter Teil der Salzsäure durch dieses Ver- 
fahren in Kohlensäure verwandelt und aus der Lösung entfernt wird 
und somit als Säure nicht mehr in Betracht kommt, so ist es klar, 
daß die Differenz: zugeführte Salzsäure minus beim Titrieren ver- 
brauchte Lauge, den Bicarbonatgehalt des Plasmas angibt. 

Die Ausführung der Methode wurde folgendermaßen angegeben: 


2ccm Oxalatplasma, das aus unter Paraffin aufgefangenem und ab- 
zentrifugiertem Blute gewonnen wird, und das in der englischen Literatur, 
da seine Reaktion dem des Blutes gleich ist, „wahres Plasma‘ (true P.) 
genannt wird, werden in einem Kolben von 150 bis 200 cem Inhalt und 
abgerundetem Boden mit Beem n/50 HCl versetzt. Das Gemisch wird 
1 Minute stark rotiert, so daß der Inhalt des Kolbens in stets wechselnder 
dünner Schicht und ohne zu schäumen auf die Wand ausgebreitet werde. 
Die Flüssigkeit wird danach mit destilliertem Wasser quantitativ in einen 
Erlenmeyerkolben von 50 ccm Inhalt übergespült; man soll dazu etwa 
20 ccm Wasser gebrauchen. Das Titrieren geschieht mit carbonatfreier 
n/50 Na(OH); als Indikator gebrauchen wir Neutralrot. Der Endpunkt 
des Titrierens wird durch eine ebenfalls mit Neutralrot versetzte Sörensensche 
Phosphatmischung angezeigt, die auf Grund der bekannten Tabelle von 
Sörensen auf De 7,4 eingestellt ist; die Farbe dieses Phosphatgemisches 
soll der ursprünglichen Reaktion des Plasmas entsprechen. 


1) Journ. of biol. Chem. 88. 
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Die Ergebnisse dieser Methode wurden durch ihre Verfasser mit 
jenen der gasanalytischen Methode von van Slyke und Cullen!) ver- 
glichen; es wurde beim Vergleich von fünf normalen Fällen eine Über- 
einstimmung von +7 Proz. (nicht Volumprozent!) gefunden. Auf 
Grund dieses Ergebnisses empfehlen sie ihre Methode sowohl zu 
klinischen, als zu wissenschaftlichen Zwecken. 

Es muß also überraschend wirken, daß Gollwitzer?) in einer neuesten 
Arbeit, die er aus der Straubschen Klinik mitgeteilt hat, bei der Nach- 
prüfung der amerikanischen Methode zu einem ganz abfälligen Urteil 
gekommen ist. Er hat in zahlreichen sowohl normalen wie patholo- 
gischen Fällen die titrimetrische Methode mit der gasanalytischen 
nach Barcroft kontrolliert; beim Titrieren fand er im Durchschnitt 
um 15 Vol.-Proz. (etwa 50 Proz.) höhere Werte; dieser Unterschied 
war jedoch bei weitem nicht konstant, sondern schwankte je nach den 
Fällen zwischen 13 und 27 Vol.-Proz. Kohlensäure (= 30 bis 60 Proz.). 
Auf Grund dieser Nachprüfung hält Gollwitzer die Titrationsmet-hode 
nicht nur zu EE sondern auch zu klinischen Zwecken 
für unbrauchbar. 

Dieses abfällige Urteil von Gollwitzer beruht aber auf einem be- 
dauerlichen methodischen Fehler. Gollwitzer hat nämlich aus technischen 
Gründen — da er zugleich die Rohonyische Bicarbonatmethode nach- 
geprüft hat — mit solchen Sera gearbeitet, die er, wie das für Rohonyts 
Methode vorgeschrieben ist, aus längere Zeit gelüftetem, also mit der 
Kohlensäurespannung der Luft ins Gleichgewicht gebrachten Bluten 
gewonnen hat. Durch diese Vorbehandlung werden aber die Sera, 
infolge von Kohlensäureverlust, alkalischer, so daß ihre Reaktion, je 
nach dem Grade des Kohlensäureverlustes, bis py 8,5 verschoben 
werden kann. Wird in einem solchen Serum eine titrimetrische Bi- 
carbonatbestimmung gemacht, so geht es nicht mehr an, wie das 
Gollwitzer gemacht hat, an dem Buchstaben der originalen, für „wahres“ 
Plasma angegebenen Vorschrift haftend, bis pg 7,4 zu titrieren, sondern 
es muß, dem Grundgedanken der Methode entsprechend, bis zur 
Reaktion dieses alkalisch veränderten Serums titriert werden. So wird 
es verständlich, daß Gollwitzer beim Titrieren zu wenig Lauge verbraucht 
hat und somit zu hohe Bicarbonatwerte erhielt. Wir selbst haben 
in zwei Fällen titrimetrische Bicarbonatbestimmungen in gelüfteten 
Sera ausgeführt; je einmal richtig, und je einmal mit dem Fehler von 
Gollwitzer. Das fehlerhafte Verfahren ergab das eine Mal mit 14,5, 
das andere Mal mit 17 Vol.-Proz. zu hohe Werte; einen Fehler also 
von der Größenordnung, wie ihn Gollwitzer bei seinen vergleichenden 


1) Journ. of biol. Chem. 80. 
2) Diese Zeitschr. 184. 
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Untersuchungen erhielt. Die Größe des Fehlers wechselt natürlich 
je nach Puffergehalt, Reaktion usw. des geschüttelten Serums. 

Damit werden natürlich auch die theoretischen Bedenken hinfällig, 
die Gollwitzer zur Erklärung der von ihm gefundenen Abweichungen 
gegen die Titrationsmethode erhoben hat. Die Auffassung von Goll- 
untzer, daß durch das titrimetrische Verfahren der Gesamtalkaligehalt 
bzw. das ganze Säurebindungsvermögen des Plasmas bestimmt werde, 
also auch jener Alkaligehalt, der für CO,-Bindung nicht zur Verfügung 
steht, sei es wegen Bindung an andere Säuren oder an Eiweißkörper, 
ist ganz unbegründet und widerspricht dem Grundgedanken der titri- 
metrischen Bestimmung. Durch diese Methode werden nämlich nur 
solche Säureradikale bestimmt, die infolge der Vorbehandlung des 
Plasmas mit Salzsäure daraus irreversibel verschwinden und darum 
bei dem nachträglichen Zurücktitrieren mit Lauge fehlen. Als solche 
kommen vor allem die flüchtigen Säuren in Betracht, von denen im 
Blute nur Kohlensäure vorkommt. Hierher gehören ferner jene Säure- 
radikale, die mit Salzsäure irreversible Niederschläge bilden. Man 
könnte an verschiedene Kolloide, vor allem an die Globuline, denken. 
Wir haben uns aber überzeugt, daß dieses Moment nicht mitspielt 
oder jedenfalls leicht zu vermeiden ist, indem wir bei parallelen Be- 
stimmungen mit der gasanalytischen Methode sowie mit der von uns 
modifizierten Titrationsmethode eine sehr gute Übereinstimmung er- 
reichen konnten. 

Diese Modifikationen werden durch folgende Überlegungen not- 
wendig gemacht. 

Es ist ein Fehler der Originalmethode, daß zur Versinnbildlichung 
der ursprünglichen Plasmareaktion als Endpunkt der Titration ein 
Phosphatgemisch mit der konstanten Reaktion pe 7,4 angegeben ist. 
Das ist nicht nur darum unrichtig, weil die normale Durchschnitts- 
reaktion des Blutes bet Zimmertemperatur nicht pe 7,4, sondern 7,58 
ist [Michaelis und Davidoff!), Hollo und Weiss?)], und weil sowohl 
Phenolrot wie auch Neutralrot, und zwar im Gegensatz zu den An- 
gaben von van Slyke und Mitarbeiter, einen bedeutenden Eiweiß- 
fehler haben, sondern noch vielmehr deswegen, weil die Reaktion des 
Plasmas, speziell aber unter krankhaften Bedingungen, überhaupt nicht 
konstant ist, sondern, wie das Michaelis und Davidoff gezeigt haben 
und auch wir auf kolorimetrischem Wege wiederholt fanden, zwischen 
De 7,10 und 7,80 wechselt. Titrieren wir ein solches pathologisches 
Plasma bei der Bicarbonatbestimmung laut der originalen Vorschrift 
und ohne Rücksicht auf seine veränderte Reaktion bis zu Ge 7,40, 


1) Diese Zeitschr. 46. 
2) Eibendaselbst 144. 
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so machen wir denselben Fehler, der Gollwitzer passiert ist. Wir fanden 
diesen Fehler in einigen daraufhin untersuchten pathologischen Fällen 
bis zu 5 bis 6 Vol.-Proz. Das Phosphatgemisch ist außerdem auch 
noch deswegen ungeeignet zur Angabe der Endfarbe beim Titrieren, 
weil es ganz klar ist, das verdünnte salzsaure Plasma dagegen opa- 
leszierend und oft etwas gelblich. 

Wir benutzen deshalb als Vorlage zur erreichenden Endfarbe 
beim Titrieren kein Phosphatgemisch, sondern das mit Indikator ver- 
sehene und ohne Änderung seiner Reaktion entsprechend verdünnte 
Plasma selbst. Dadurch werden sämtliche oben erwähnte Fehler ver- 
mieden. Dem Entstehen eines Niederschlages im salzsauren Plasma 
und dadurch der eventuellen Ausfällung eines an die Globuline ge- 
bundenen Teiles der Salzsäure haben wir dadurch vorgebeugt, daß wir 
keine mit destilliertem Wasser, sondern mit physiologischer Kochsalz- 
lösung verdünnte Salzsäure benutzen, und überhaupt bei jeder Mani- 
pulation mit Plasma auf die Erhaltung der physiologischen Salz- 
konzentration achten. 

Auf Grund dieser Überlegungen haben wir das titrimetrische Ver- 
fahren in zwei modifizierten Formen ausgearbeitet. Die eine Form 
haben wir zu wissenschaftlichen Untersuchungen bestimmt; wir haben 
dabei auch auf die Vermeidung jener Fehler ein Gewicht gelegt, die 
bei Benutzung der originalen Methode dadurch zustande kommen, 
daß bei dieser die Austreibung der Kohlensäure, da sie durch Zimmerluft 
geschieht, keine vollständige ist. 

Die zurückgebliebene Kohlensäure macht einerseits den Endpunkt 
des Titrierens unscharf, ein Umstand, der bei der Originalmethode zwar 
erwähnt, dessen Ursache jedoch nicht angegeben ist, und führt außerdem, 
da sie beim Titrieren Lauge verbraucht, zu fehlerhaft niedrigen Bicarbonat- 
werten. 

Unsere andere Modifikation soll klinischen Zwecken dienen; wir 
haben bei ihrer Ausarbeitung nach größtmöglicher Einfachheit gestrebt. 


a) Beschreibung der klinischen Methode. 

Das Blut wird mit der Spritze aus einer Vene entnommen, nach- 
dem die Stauung schon vorher ausgesetzt wurde; zu zwei Kontroll- 
bestimmungen genügen 8 bis 9 cem Blut. Das Blut wird in mit Gummi- 
ansatz und Klemme versehenen Zentrifugierröhrchen (s. Hollo und 
Weiss, diese Zeitschrift 144, Abb. 1) übertragen, die vorher mit etwas 
(etwa 0,03 g) Natriumoxalat, einer Glasperle und einigen Kubikzenti- 
metern flüssigem Paraffin gefüllt wurden. Das Blut wird mit der Nadel 
unter das Paraffin geschichtet, so daß beim Schließen der Röhre etwas 
Paraffin überrinnt. Zur Lösung des Oxalats wird dann die Röhre 
einigemal umgeschwenkt, jedoch mit Vorsicht, damit sich das Paraffin 
nicht mit CO, belade. Dann wird zentrifugiert, was eventuell — unter 
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ParaffinabschlußB — auch in abmontierten offenen Röhrchen geschehen 
kann. Unterdessen wird aus der carbonatfreien Stammlösung die 
entsprechende n/50 Laugenverdünnung bereitet. - 

Zubereitung der carbonatfreien Lauge: Gesättigte (etwa 50proz.) Na(OH) 
wird eine Woche lang in einer mit Gummistöpsel gut verschlossenen Flasche 
stehengelassen. Während dieser Zeit setzt sich das Carbonat ab, so daß 
die obenstehende klare Lösung carbonatfrei ist. Aus dieser Lauge wird 
mit kohlensäurefreiem Wasser eine n/2 Lösung bereitet und eingestellt. 
Diese n/2 Lauge — 100 bis 200 ccm genügen für längere Zeit — wird in 
einer Flasche aufbewahrt, die oben mit einem mit Chlorkalkröhrchen 
versehenen Gummistöpsel versehen ist und die unten einen verschließbaren 
Ausfluß hat, so daß dort Lauge entnommen werden kann, ohne daß Kohlen- 
säure eindringen könnte. Die zum Titrieren notwendige Verdünnung wird 
mit physiologischer Kochsalzlösung mit einer Pipette und Meßkolben 
frisch hergestellt und sofort in die’ Mikrobürette gefüllt; auch die Burette 
wird CO,-dicht geschlossen, so daß die Lauge ihren Titer darin 12 Stunden 
unverändert behält. Da die Verdünnung immer aus derselben Grund- 
lösung und pünktlich geschieht, so genügt es, ihren Faktor ein- bis zweimal 
wöchentlich mit Salzsäure zu bestimmen. 


Wir nehmen jetzt zwei gleiche runde Kolben von etwa 100 ccm 
Inhalt und füllen in den einen Beem in physiologischer Kochsalzlösung 
gelöste n/100 HCl, in die andere 6,5 ccm physiologische Kochsalzlösung, 
und geben zu beiden je 2 bis 3 Tropfen einer 0,3prom. Lösung von 
Phenolrot (eventuell Neutralrot). Dann messen wir in beide Kolben je 
l ccm Plasma hinein. Über den Inhalt des Kolbens mit Kochsalzlösung 
kommt etwas Paraffin geschichtet; die Farbe dieses Kolbeninhaltes 
wird den Endpunkt des Titrierens angeben. 

Eigentlich sollte die Verdünnung mit kohlensäurefreier Kochsalz- 
lösung geschehen. Durch diese Vernachlässigung wird aber die Reaktion 
der als Vorlage benutzten Plasmaverdünnung um höchstens Py 0,10 nach 
der sauren Seite verschoben. Das macht beim Titrieren, infolge Pufferarmut 
des titrierten kohlensäurebefreiten Salzsäure-Plasmagemisches, kaum einen 
Fehler von 1 bis 2 Vol.-Proz. aus, und zwar werden die erhaltenen Werte 
um soviel zu hoch sein. 

Das Salzsäure-Plasmagemisch wird zur Entfernung der Kohlen- 
säure im Kolben 3 bis 4 Minuten stark rotiert, so daß sich der Inhalt, 
ohne zu schäumen, in dünner Schicht auf die Wand des Kolbens aus- 
breitet. Es ist zweckmäßig, die kohlensäurehaltige Luft aus dem Kolben 
einmal mittels Wasserstrahlpumpe auszutauschen, oder einfacher, 
während des Schüttelns eine Pause von einigen Minuten zu machen. 
Dann wird mit carbonatfreier n/50 Lauge aus der Mikrobürette bis 
zur Farbe der reinen Plasmaverdünnung titriert. 


Berechnung: HCl — Na(OH) = Bicarbonat, d. h. 5 — 2mal!) ver- 
brauchte Kubikzentimeter Lauge = Bicarbonatgehalt des Plasmas in 


1) Die verbrauchte Lauge wird mit 2 multipliziert, weil sie zweimal 
stärker ist als die Salzsäure. 
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n/100 Einheiten ausgedrückt. Die Umrechnung in Volumprozent CO, 
geschieht durch Multiplikation mit 22,4 (= Volumen eines mol. Gases 


bei 0°C und 760 mm). 
Z. B. es wurden beim Titrieren 1,0 ccm Lauge verbraucht. Faktor 


der Lauge sei 1,1. 

Bicarbonatgehalt des Plasmas = 5 — (2x 1x 1,1) = 2,8 = 0,028 n. 

= 2,8 x 22,4 = 64,7 Vol.-Proz. CO,. 

Wie groß ist der Fehler, der durch die Unvollständigkeit der C 0,- 
Austreibung an der Zimmerluft entstehen kann ? 

Der Kohlensäuregehalt der Zimmerluft sei — sehr hoch gerechnet — 
0,4 Proz. Der Absorptionskoeffizient der Kohlensäure ist etwa l. Da in- 
folge der siebenfachen Verdünnung des Plasmas die absorbiert gebliebene 
CO,-Menge versiebenfacht wird und diese Kohlensäure beim Titrieren 
größtenteils neutralisiert werden muß, so entsteht dadurch ein Fehler 
von etwa 2,5 Vol.-Proz.. Wir werden im schlimmsten Falle um so viel 
zu wenig Bicarbonat erhalten. Bei der ursprünglichen Methode wird das 
Plasma 13mal verdünnt, also ist auch dieser Fehler größer. 


b) Beschreibung der genaueren Methode. 


Blutentnahme wie bei a). Da aber zu zwei Kontrollbestimmungen 
3cem Blut ausreichen, so gebrauchen wir zum Zentrifugieren anstatt 
gewöhnlicher Zentrifugierröhrchen kleine Widalröhrchen. 

Die Zubereitung der Lauge geschieht aus derselben schon beschriebenen 
Grundlösung; durch Verdünnung mit kohlensäurefreier physiologischer 
Kochsalzlösung wird ad hoc eine n/200 Lösung verfertigt, die 12 Stunden 
haltbar ist. Die Austreibung der Kohlensäure kann durch Kochen ge- 
schehen oder einfacher durch Durchströmen von O, oder N, aus einer 
Bombe!). Man kann zu diesem Zwecke auch eine Wasserstrahlpumpe 
benutzen, insofern sie mit Chlorkalktürmen montiert ist. 

Die Versetzung des Plasmas mit Salzsäure, die Austreibung der 
Kohlensäure sowie das Titrieren geschehen in 6 bis 7cm langen, 1,5 cm 
breiten Eprouvetten mit flachem Boden, wie wir solche auch zur Be- 
stimmung der Blutreaktion benutzen?). 

Wir nehmen zu jeder Bestimmung zwei solche Röhrchen und 
messen in die eine 2.5 ccm in physiologischer Kochsalzlösung gelöste 
n/100 HCI, in die andere 1,8ccm physiologische Kochsalzlösung, die 
noch seit ihrer Benutzung zur Laugenverdünnung unter Paraffin 
kohlensäurefrei aufbewahrt wurde 3). Letztere Röhre wird mit 2 Tropfen 
0,3prom. Phenolrotlösung versehen und mit Paraffin überschichtet. 
Aus dem unterdessen abzentrifugierten Plasma werden zur Salzsäure- 
röhre 0.5 ccm, zur Kochsalzröhre 0,2ccm gemessen. Die Salzsäure- 


1) Siehe Holló und Weiss, diese Zeitschr. 144. 

2) Ebendaselbst 144. 

3) Die Kochsalzlösung kann auch mit dem zu beschreibenden Apparat 
gleichzeitig mit den Plasma-Salzsäuregemischen kohlensäurefrei gemacht 
werden. 
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röhre wird jetzt gut durchgemischt und je 1,2 cem ihres Inhaltes in 
zwei reine Röhrchen übertragen; diese enthalten jetzt je 0,2 ccm Plasma 
und 1,0ccm HCl. (Wir haben diese Art der Abmessung angegeben, 
weil die gesonderte Abmessung von je 0,2ccm Plasma viel schwieriger 
ist. Da die Kochsalzplasmaröhre nur zum Farbenvergleich dient, so 
spielt da die besondere Genauigkeit der Ausmessung keine Rolle.) 
Jetzt geben wir auch zu den salzsäurehaltigen Röhrchen je 2 Tropfen 
Indikator. 

Die Austreibung der Kohlensäure geschieht mit folgendem ein- 
fachen — häuslich zusammenstellbaren — Apparat. Die Flüssigkeit 
wird dabei durch das I 
kohlensäurefreie Gas nicht Bombe 
wie sonstdurchströmt,denn 
das würde zur Schaum- 
bildung führen, sondern 
nur von oben angeblasen 
und durchgemischt. 

Die vollständige Aus- 
treibung der Kohlensäure 
ist — je nach Stärke des 
Gasstromes — in 2 bis 
3 Minuten beendet. Wir 
titrieren sofort mit n/200 
Lauge bis zur Farbe der 
Vergleichsröhre ohne stär- 
keres Schütteln und noch 
bevor die Flüssigkeit CO, 
aufgenommen hätte. Das 
Titrieren ist in der geringen und kohlensäurefreien Flüssigkeit mit 
äußerster Schärfe möglich. l 





Berechnung: 2 — verbrauchte Lauge in Kubikzentimetern = Bi- 
carbonatgehalt von 0,2 cem Plasma in n/200 Einheiten. Diese Zahl mit 5 
multipliziert und 2 dividiert, ergibt den Bicarbonatgehalt des Plasmas in 
n/100 Einheiten. Die Umrechnung in Volumprozente geschieht dann durch 
Multiplikation mit 22,4. Wenn wir nur Volumprozente berechnen wollen, 
so multiplizieren wir den Ausdruck: (2 — verbrauchte Lauge in Kubik- 
zentimetern) direkt mit 56 (°/, x 22,4 = 56). Der Faktor der Lauge muß 
entweder bei jeder Laugenverdünnung oder, falls diese genau geschieht, 
zweimal wöchentlich bestimmt werden. Zu diesem Zwecke messen wir 
aus der Mikrobürette 0,5 cem n/100 HCl in eine flache Eprouvette, ver- 
treiben die CO, und titrieren mit unserer Lauge. 


Die ganze Bestimmung nimmt sehr wenig Zeit in Anspruch, 
besonders wenn man viele Bestimmungen nacheinander macht. In 
einer Stunde kann man fünf bis sechs Plasmen bearbeiten mit je zwei 
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Doppelbestimmungen. Die Kontrollen stimmen bis auf 2 bis 3 Proz. 
überein. 

In folgender kleinen Tabelle sind Ergebnisse von Bicarbonat- 
bestimmungen angegeben, in demselben Plasma einmal nach van Slyke 
gasanalytisch, das andere Mal titrimetrisch nach der ‚genaueren Me- 
thode“ bestimmt?): 

Tabelle I. 


Gasanalyse Titrationsmethode 
Vol.,Proz. CO; Vol.Proz. CO; 








69,0 68,5 
65,0 65,5 
69,5 62,5 
55,5 58,0 
67,5 68,0 
69,0 66,5 
59,0 61,5 


Die Übereinstimmung ist also eine sehr gute, besonders wenn wir 
bedenken, daß auch die Gasanalyse nicht fehlerfrei ist. Wir schätzen 
die Genauigkeit unserer Methode auf 4 2,5 Proz. (nicht Volumprozent). 

Die ‚klinische Methode‘ mit der genaueren Methode verglichen, 
fanden wir, daß die Genauigkeit der ersteren auf +5 Proz. zu schätzen 
ist, was zu klinischen Zwecken hinlänglich ausreicht. 


1) Die gasanalytischen Untersuchungen wurden durch Herrn J. Fried- 
länder ausgeführt, dem wir unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 





Caleiumgehalt der Serumeiweißfraktionen. 


Von 


Josef Csapo und Josef Faubl. 
(Aus dem physiologischen Institut der k. Päzmäny-Universität in Budapest.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1924.) 


In der älteren sowie in der neueren Zeit beschäftigten sich viele 
Forscher mit den Kationen des Blutserums: Na, K, Ca. Besonders 
das Calcium hat neben dem Kalium große Bedeutung erreicht. Im 
Blute kommt das Calcium in drei Formen vor: frei und zum Eiweiß 
gebunden; jenes kann wieder ionisiert und nicht ionisiert sein; Rona 
und Takahashi!) haben mit der Kompensationsdialyse gefunden, 
daß etwa 30 Proz. des Gesamtcaleiums zum Eiweiß gebunden sind. 
Über die Verteilung des gebundenen Calciums zwischen den einzelnen 
Eiweißfraktionen konnten wir in der Literatur keine Angaben finden. 
Es haben mehrere Autoren den Calciumgehalt des Fibrins und Fibri- 
nogens analysiert, aber wie sich das Calcium in den einzelnen Eiweiß- 
fraktionen verhält, wurde noch nicht geprüft. Heute ist es schon all- 
gemein anerkannt, daß die Dispersion der einzelnen Serumeiweiß- 
fraktionen nicht gleich ist. Den gröbsten Dispersionsgrad zeigt das 
Fibrinogen, den feinsten das Albumin, und das Globulin steht in dieser 
Beziehung zwischen den beiden. Neben der Richtigkeit dieser Hypothese 
sprechen aber nur wenig Tatsachen, die als absolute Beweise annehmbar 
sind. Mit chemischen Versuchen könnten wir vielleicht Stützpunkte 
finden, mit denen diese Hypothese zu bestärken wäre, oder umgekehrt, 
die gefundenen analytischen Werte könnte man mit dieser Hypothese 
erklären. Die Zahl der Eiweißionen, die mit Basen und Salzen in 
Reaktion treten, ist in der gröber dispergierten Lösung kleiner als 
in der feiner dispergierten, vorausgesetzt, daß die prozentige und 
Hydrogenionkonzentration der gröber und feiner dispergierten Eiweiß- 


1) P. Rona und D. Takahashi, diese Zeitschr. 81, 336, 1911. 
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lösung gleich ist. Farkas und Csapó haben mit vergleichenden Analysen 
das Base- und Säurebindungsvermögen des Serumalbumins und Serum- 
globulins untersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, daß das Serum- 
albumin beinahe zweimal soviel Säure und Base bindet als das Serum- 
globulin. Aus diesem Grunde können wir im voraus erwarten, daß 
der Prozentgehalt des Fibrins, Fibrinogens und Globulins an Calcium 
kleiner wird als der des Albumins. Wird diese Annahme bestätigt. 
so haben wir wieder einen Beweis dazu, daß das Fibrinogen, Globulin 
und Albumin verschieden dispergiert sind. 

Die Calciumanalysen haben wir nach der Methode von de Waard!) 
mit sehr kleinen Modifikationen ausgeführt. Das Eiweiß verbrannten 
wir in einem alten, viel benutzten Quarztiegel (neuer Quarztiegel ist 
nicht zu empfehlen, da die erhaltenen Werte stets kleiner sind als im 
alten Quarz- oder Platintiegel) nach vorherigem Ausglühen des Tiegels. 
die Asche wurde in l ccm n HCl gelöst, die Lösung brachten wir in 
ein Zentrifugierröhrchen von 12 ccm Inhalt, und den Tiegel wuschen 
wir noch dreimal mit 1 ccm heißer n HO aus. DeWaard gebraucht 
zu der Lösung des Calciums und zum Auswaschen des Tiegels 0,5 bis 
l ccm Salzsäure. Nach unserer Meinung kann man mit so geringer 
Menge HCl das Calcium aus dem Tiegel in das Zentrifugierröhrchen 
bis zu den letzten Spuren nicht übertragen, deshalb haben wir zu 
dieser Manipulation 4 ccm HCl genommen. In den weiteren haben 
wir uns nach der Methode gerichtet. Das Calcium wurde mit Ammonium- 
oxalat aus ammoniakalischer Lösung gefällt, danach mit Essigsäure 
angesäuert, um das gebildete Calciumphosphat, Ferriphosphat, Ferri- 
oxalat in Lösung zu bringen. Den so entstandenen Niederschlag zentri- 
fugierten wir und wuschen dreimal mit 6ccm 2proz. Ammoniaks; 
schließlich säuerten wir mit normaler Schwefelsäure an und titrierten 
mit n/100 KMnO, 

Zuerst haben wir das Fibrin analysiert. Pferdeblut defibrinierten 
wir mit Glasstäbchen und wuschen das so gewonnene Fıbrin mit mehr- 
mals gewechseltem destillierten Wasser bis zur blaßgelben Farbe. 
Die letzten Reste des Hämoglobins konnten wir durch Waschen nicht 
entfernen, aber die zurückgebliebene Hämoglobinmenge ist so gering, 
daß sie bei der Analyse keinen großen Fehler verursachen kann. Nach 
dem Waschen wurde das Fibrin bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und nach der oben angegebenen Methode auf Calcium analysiert. 
Nach einigen Autoren ist das Waschen nicht ganz indifferent für den 
Caleciumgehalt des Fibrins, aber es ist doch höchstwahrscheinlich, daß 
aus dem in destilliertem Wasser unlöslichen Eiweiß durch Waschen 
das zu ihm chemisch gebundene Calcium nicht zu entfernen ist. Andere 


— m ln r 


1) De Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 
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umständliche Darstellungen haben wir vermieden, da jede weitere 
Manipulation, wie das Auflösen und darauf folgendes Fällen des Fibrins 
auf den Calciumgehalt einen bedeutenden Einfluß haben kann. Wir 
wollten den Inhalt an Calcium des nach der oben erwähnten Methode 
dargestellten Fibrins bestimmen; nach unseren Erfahrungen gibt 
die Calciumanalyse dieses Fibrins die der Wahrheit am nächsten 
stehenden Werte. Zu den einzelnen Veraschungen nahmen wir 1,3 bis 
1,5g Fibrin, selbstverständlich kannten wir das Gewicht bei jeder 
Analyse genau. 

Unsere Ergebnisse sind: 1. 11,8 mg-Proz., 2. 12,1 mg-Proz., 
3. 11,9 mg-Proz., 4. 10,2 mg-Proz.. Der Mittelwert: 11,5 mg-Proz. 
Calcium. 100g Fibrin enthalten also 11,5 mg Calcium. Hammarsten!) 
hat noch im Jahre 1896 den Calciumgehalt des Fibrins bestimmt, und 
als gefundenen kleinsten Wert gibt er 52,4 mg-Proz. an. Das Fibrin 
hat er aus Oxalatplasma dargestellt, ob aber vor der Herstellung des 
Fibrins eine Abzentrifugierung des Calciumoxalats stattfand, wurde 
nicht erwähnt. Sollte das Calciumoxalat abzentrifugiert werden, so 
dürfte im Fibrin kein Calcium vorhanden sein, denn nach unserem 
heutigen Wissen fällt das Oxalat nicht nur das freie, sondern auch 
das zum Eiweiß gebundene Calcium; wenn dagegen das Calciumoxalat 
nicht abzentrifugiert wurde, so hat es das Fibrin während seines Aus- 
scheidens okkludiert, in diesem Falle registrieren die Angaben Ham- 
marstens nicht das chemisch gebundene, sondern das okkludierte Calcium. 
Unsere Werte sind bei weitem nicht so hoch als die Hammarstens. 
Richter- Quitiner?) erwähnt noch in seiner Mitteilung den Calcium- 
gehalt des Fibrins, er fand nämlich, daß das Serum entschieden weniger 
Calcium enthält als das Plasma, da das Fibrin während des Ausfallens 
eine bedeutende Menge an Calcium mit sich reißt. Definitive Zahlen 
gibt er aber keine an. Wenn wir unsere Analysen betrachten, so reißt 
die aus 100 ccm Blut ausscheidende Fibrinmenge (0,3 bis 0,4 g) höchstens 
0,03 bis 0,04 mg Calcium mit sich, welches bezüglich der gesamten 
Caleiummenge des Serums sehr gering ist. 


Das Serumglobulin haben wir mit halbgesättigtem, das Serum- 
albumin mit gesättigtem Ammoniumsulfat dargestellt. Beide wurden 
4 Wochen lang mit täglich mehrmals gewechseltem destillierten Wasser 
dialysiert. Das Dialysationswasser gab nach zweiwöchiger Dialysation 
mit BaCl, keine Sulfatreaktion mehr. Dann trockneten wir das dialy- 
sierte Globulin und Albumin bis zur Gewichtskonstanz und analysierten 
es nach der erwähnten Methode auf Calcium. Zu jeder Analyse nahmen 
wir von Globulin 0,8g, Albumin 0,5g. Man könnte denken, daß das 


1) Olof Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 1895/96. 
2) Richter-Quittner, diese Zeitschr. 114, 1920. 
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Eiweiß durch die Dialyse viel Calcium verliert und dadurch die Werte 
nicht der Wahrheit gemäß waren, aber wie das Serumalbumin und 
Serumglobulin von der gebundenen Lauge durch Dialyse nicht voll- 
ständig zu trennen ist, ebenso kann das gebundene Calcium durch 
Dialyse nicht ganz freigemacht werden. Die erhaltenen Werte sind 
nicht kleiner als die theoretisch vorgerechneten, sondern übertreffen 
diese an Größe mit einigen Prozenten. 


Ergebnisse der Analyse : 

Globulin: 1. 38,03 mg-Proz., 2. 36,93 mg-Proz., 3. 38,38 mg-Proz. 
Mittelwert: 37,78 mg-Proz. 

Albumin: 1. 79,36 mg-Proz., 2. 77,53 mg-Proz., 3. 76,72 mg-Proz. 
Mittelwert: 77,8 mg-Proz. 


Das Globulin enthält also in 100 g 37,38 mg, das Albumin 77,8 mg 
Calcium. Wie aus diesen Angaben hervorgeht, hat das Globulin 3,28 mal, 
das Albumin 6,76mal soviel Calcium wie das Fibrin. Das Verhältnis 
in dem Calciumgehalt des Globulins und Albumins ist 1 : 2,08, daraus 
folgt, daß das Albumin beinahe zweimal so reich an Calcium wie das 
Globulin ist. Der Unterschied im Calciumgehalt der einzelnen Eiweiß- 
fraktionen kann durch die verschiedene Dispersion erklärt werden, 
obwohl hier außerdem noch andere Faktoren eine Rolle spielen können, 
z. B. die Differenz in dem Aciditätsgrade der einzelnen Eiweiß- 
fraktionen usw. Den gröbsten Dispersionsgrad besitzt das Fibrin 
bzw. Fibrinogen mit kleinstem Calciumgehalt; am feinsten dürfte 
das Albumin dispergiert sein und infolgedessen den größten Calcium- 
wert enthalten; zwischen beiden Fraktionen steht bezüglich der Disper- 
sion und Calciumgehalt das Globulin. Diese Tatsache wird leicht 
verständlich, wenn wir in Betracht nehmen, daß z. B. eine lproz. 
Fibrinogenlösung infolge der gröberen Dispersion viel weniger Eiweiß- 
ionen liefert als eine 1l proz. Albuminlösung; da die Ionen die reaktions- 
fähigen Teile des Eiweißes bilden, tritt das Fibrinogen mit weniger 
Calcium in Verbindung als das Albumin. Ebenso verhält sich auch das 
Globulin zu dem Albumin. Wenn der Calciumgehalt der Eiweißstoffe, 
abgesehen von der Hydrogenionkonzentration, nur von dem Dispersions- 
grade abhängt, so kann aus den erhaltenen Calciumwerten auf den 
relativen Dispersionsgrad der Serumeiweißfraktionen geschlossen 
werden. Der Dispersionsgrad des Globulins ist nach den Calcium- 
werten dreimal, des Albumins siebenmal feiner als der des Fibrins 
bzw. Fibrinogens. Das Albumin ist zweimal feiner dispergiert als das 
Globulin. Aus diesen Zahlen wird es leicht verständlich, weshalb das 
Fibrinogen so leicht ausfällt. Die Stabilität einer Eiweißlösung hängt 
von der Dispersion und lonisation des Eiweißes ab. Bei gleichem 
Ionisationsgrade ist sie um so mehr labil, je gröber die Dispersion. 
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Das Fibrin bzw. Fibrinogen ist dreimal gröber dispergiert als das 
Globulin und siebenmal als das Albumin, deshalb kann es so 
leicht ausgesalzt werden, deshalb bildet es mit Wasser so instabile 
Lösungen. 

Nun wollen wir mit den von uns gefundenen Werten die Menge 
des in 100 ccm Serum gebundenen Calciums berechnen. Nach An- 
gaben von Rona und Takahashi sind im Serum etwa 30 bis 35 Proz. 
des Gesamtcalciums zum Eiweiß gebunden, welches Quantum, wenn 
man im Serum 11 mg-Proz. Calcium annimmt, höchstens 3,85 mg-Proz. 
ausmachen kann. Der Eiweißgehalt des Blutserums beträgt durch- 
schnittlich 7,2 Proz., daraus fallen auf das Fibrinogen 0,4 Proz., auf 
das Globulin 2,8 Proz., auf das Albumin 4 Proz. Nach unseren Er- 
gebnissen enthalten: 


0,4 g Fibrinogen. . . .. . 0,046 mg Calcium 

2,8 g Globulin. . ..... 1,06 ,, ge 

4,0g Albumin. . ..... 3,11 , e 
Zusammen. . 4,216 mg Calcium 


Auf diesem Wege erhalten wir noch etwas höhere Werte als mit 
der Kompensationsdialyse.. Es ist also nicht wahrscheinlich, daß ein 
großer Teil des gebundenen Calciums während der Dialyse frei wird. 


Man könnte die Einwendung machen, daß der Mindergehalt des 
Fibrins an Calcium dem Globulin gegenüber von dem Calciumverlust 
während des Waschens herrührt. Das Globulin und Albumin wurde 
aber auf gleiche Weise hergestellt, im Albumin fanden wir trotzdem 
den doppelten Calciumwert. 


Zuletzt haben wir den Calciumgehalt des Citratfibrinogens unter- 
sucht. Das Fibrinogen wurde aus 0,3proz. Natriumcitratplasma mit 
28proz. gesättigtem Ammoniumsulfat gefällt, wie das Globulin und 
Albumin 4 Wochen lang dialysiert, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und auf Calcium analysiert. 


Die Ergebnisse der Analyse: 1. 31,03 mg-Proz., 2. 30,8 mg-Proz., 
3. 31,07 mg-Proz., 4. 31,24 mg-Proz. Mittelwert: 31,01 mg-Proz. 


100 g Citratfibrinogen enthalten 31,01 mg Calcium, beinahe dreimal 
soviel wie das Fibrin. Dies könnte damit erklärt werden, daß einerseits 
das 28proz. gesättigte Ammoniumsulfat nicht nur das Fibrinogen, 
sondern auch einen Teil des Globulins fällt; andererseits daß das 
Natriumcitrat das Caleiumbindungsvermögen der Eiweißkörper steigert. 
Bei der Hemmung der Blutgerinnung durch Natriumeitrat wird die 
Abnahme der Calciumionisation allgemein angenommen. Wir glauben, 
daß der Grund der Ionisationsverminderung in der oben erwähnten 
Verschiebung zu suchen ist, nach welcher die Menge des gebundenen 
Calcrums auf Kosten des freien im Serum wächst. 
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Zusammenfassung. 


Wir haben nach der Methode von deWaard den Calciumgehalt 
des Fibrins, Serumglobulins, Serumalbumins und Citratfibrinogens 
bestimmt. 100 g Fibrin enthalten 11,5 mg, Globulin 37,78 mg, Albumin 
77,8 mg Calcium. Je gröber die Dispersion der Eiweißkörper, desto 
kleiner der Calciumgehalt! Der Calciumgehalt des Citratfibrinogens 
ist 31,01 mg-Proz., also entschieden größer als der des Fibrins. Als 
Ursache dieser Erscheinung dürfte angenommen werden, daß einerseits 
durch das 28proz. gesättigte Ammoniumsulfat nicht nur das Fibrinogen, 
sondern auch ein geringer Teil des Globulins gefällt wird, andererseits 
das Natriumcitrat die Menge des zu den Serumeiweißkörper gebundenen 
Calciums steigert. 


Zur Kenntnis der Wirkungen undissoziierter Arzneimittel. 


Von 
E. Keeser. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 19. Juli 1924.) 


In früheren Mitteilungen (1) wurde von Untersuchungen über die 
Bedeutung der elektropolaren Adsorption für die Verteilung und Wirkung 
von Arzneimitteln berichtet. Diese Kräfte spielen indes zunächst 
nur bei dissoziierten Elektrolyten eine Rolle, während sie den Ver- 
teilungsmechanismus undissoziierter, elektrisch neutraler Gifte nicht 
erklären. Der Frage nach den Verteilungs- und Wirkungsbedingungen 
dieser letztgenannten Arzneimittel wurde auf Grund folgender Versuche 
nachgegangen: 


I. 


Anläßlich von Untersuchungen über das Wesen der sogenannten 
„Entgiftungspaarungen‘“‘ stellte ich Versuche über die Giftigkeit von 
Phenol und Phenylschwefelsäure!) für Staphylococcus pyogenes aureus 
bei variierendem pg an. Es wurden hierbei in Iproz. Peptonlösung 
(in physiologischer Kochsalzlösung), die durch Phosphat bzw. Acetat 
gepuffert wurde, gleiche Mengen einer 6proz. Phenollösung, so daß 
eine 0,6proz. Phenollösung entstand, bzw. die äquivalenten Mengen 
Phenylschwefelsäure sowie zwei Tropfen einer Aufschwemmung von 
Staphylococcus pyogenes aureus eingebracht; von diesen Lösungen, 
die auf einer Temperatur von 37° gehalten wurden, wurde in den unten 
angegebenen Zeitabständen auf Schrägagarröhrchen übergeimpft. Da- 
bei zeigte sich folgendes Bild des Wachstums bei 37°: 


1) Die Phenylschwefelsäure wurde nach den Angaben von Baumann, 
Jahresber. d. Tierphysiol. 6, 60, 1876; 8, 209, 1878; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 2, 335, 1878, von Herrn Dr. M. Bálint dargestellt. 
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1. 0,6 proz. Phenollösung: 











0,6 proz. Phenollösung 
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+ bedeutet Wachstum, — bedeutet kein Wachstum. 


Hieraus ergibt sich, daß das Phenol, eine schwache Säure, im 
Sauren, d. h. in einem Reaktionsgebiet, in dem seine Dissoziation 
zurückgedrängt ist, stärker wirksam ist als im Alkalischen. Um aus- 
schließen zu können, daß schon durch die saure Reaktion allein eine 
Schädigung der Bakterien verursacht wurde, züchtete ich durch Über- 
impfungen, die sich über 6 Wochen erstreckten, einen Bakterienstamm, 
der bei pn = 3,95 ein gutes Wachstum zeigte, und verwandte diesen 
Stamm zu den beschriebenen Versuchen. Ferner wurden Kontrollen 
mit variierendem pg ohne Phenol- bzw. Phenylschwefelsäurezusatz 
angesetzt, von denen in gleichen Zeitabständen wie bei den eigentlichen 
Versuchsröhrchen übergeimpft wurde; hierbei wurde, wie zu erwarten 
war, auch bei der Überimpfung nach sechsstündigem Aufenthalt in 
einem py = 3,98 keine Wachstumshemmung beobachtet. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, daß das Phenol. im sauren 
Milieu giftiger ist als im alkalischen; nebenbei bilden die Versuche 
eine Bestätigung der bekannten Tatsache, daß die Phenylschwefelsäure 
außerordentlich wenig giftig ist. 
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II. 

Dieses Ergebnis, daß die undissoziierten Stoffe wirksamer sind 
als die dissoziierten, scheint ein in weiten Grenzen gültiges Prinzip 
darzustellen, denn es ist z. B. bekannt, daß die Basen der Chininalkaloide 
im alkalischen Milieu wirksamer sind als im sauren (2) und sich bei 
einer Reihe von Alkaloiden eine logarithmische Abhängigkeit der 
Invertasehemmung vom ` pe bei gleicher Alkaloidkonzentration (3) 
zeigt. In Übereinstimmung damit stehen auch die Befunde über die 
Abhängigkeit der Wirksamkeit von Alkaloiden auf Paramaecien (4) 
(eine schwach alkalische Reaktion erhöht, eine schwach saure setzt 
ihre Giftigkeit herab), sowie die Beobachtung (5), daß das basische 
Guanidin beim alkalotischen Tiere stärker wirkt als beim acidotischen, 
und der Zusatz von HCl den Eintritt der Guanidinvergiftung ver- 
zögert (6). Magenlipase wird durch Chinin und seine Derivate abhängig 
von der [H] der Lösung (entsprechend dem Dissoziationsgrad des 
Chininsalzes) gehemmt (7). Umgekehrt geht auch das desinfizierende 
Vermögen der Benzoesäure der Konzentration der undissoziierten Säure 
proportional (8). 

Trypaflavin sowie basische Farbstoffe sind für Bacterium coli und 
pyocyaneus im alkalischen Milieu bedeutend giftiger als im sauren (9); 
auch bei Zusatz von Serum (alkalisch!) wirkt Trypaflavin stärker als 
im Wasser (10). Ferner wird Trypaflavin von Bacterium coli stärker 
gebunden als von Leberzellen (11): Da Kolibazillen alkalische Stoff- 
wechselprodukte bilden und dadurch das umgebende Medium alkalisch 
machen (12), während die Leberzellen nach der Herausnahme des 
Organs aus dem Körper eine saure Reaktion aufweisen (13), so zeigen 
diese Versuche, daß das Trypaflavin ebenfalls im alkalischen Milieu, 
d. h. in undissoziiertem Zustande stärker als im dissoziierten wirkt. 


II. 


Um über das Wesen der den oben geschilderten Wirkungen zu- 
grunde liegenden Vorgänge Aufschluß zu erhalten, sind von sehr ver- 
schiedenartigen Gesichtspunkten aus Untersuchungen vorgenommen 
worden. 

1. Endler (14) prüfte die Beeinflussung der End- und Exosmose von 
Farbstoffen in der lebenden Zelle durch Salze sowie durch Variierung 
des py, um hierdurch Aufschluß über ihre Wirkungsart zu erhalten. 
Aus seinen sowie aus den von Raber (15) angestellten Versuchen geht 
hervor, daß die Ionen, die den Ionisations- und Hydratationszustand 
der Zellkolloide zunehmen lassen, sowohl die aus der Zelle austretende 
Menge eines basischen Farbstoffs wie auch die eintretende vermehren, 
doch erfolgt bei höheren Konzentrationen der OH’-Ionen, bei denen 
ja schließlich auch die Ionisation und Hydratation der Biokolloide 
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wieder zurückgedrängt wird, eine Hemmung des Farbstoffeintritts. 
Ferner zeigen Endlers Versuche, daß neben den vom Hydratations- 
zustand der Zellkolloide abhängigen Diffusionsvorgängen auch spezi- 
fische Affinitäten eine wichtige Rolle spielen. 

Zu ähnlichen Ergebnissen führten die Versuche Irwins über die 
Aufnahme des basischen Kresylblaus in lebende Nitellazellen (16): 
Die Geschwindigkeit der Endosmose wächst mit dem py und erreicht 
ein Maximum bei pe = 9, während parallelgehend die Exosmose immer 
stärker abnimmt. Umgekehrt geht bei fallendem pe die Endosmose 
immer weiter zurück, während die Exosmose zunimmt (Maximum bei 
Pa = 5,9). 

Die Ergebnisse dieser und der zahlreichen anderen (17) Unter- 
suchungen über die Permeabilität der Zellen für Gifte möchte ich im 
Rahmen dieser Überlegungen nicht diskutieren, denn für das Wesen 
der Giftwirkung ist nicht die Permeabilität, sondern die Affinität 
maßgebend: Vorausgesetzt, daß eine Zelle für ein Gift permeabel ist. 
wird doch nur dann eine Reaktion eintreten, wenn eine Affinität zwischen 
einem Bestandteil der Zelle und dem Gifte besteht; die Permeabilität 
ist also ein zwar notwendiges, aber nicht ausreichendes Moment für 
die Aufnahme und Anreicherung eines Giftes. Es kann also z. B. aus 
den Versuchen I/rwins über die Abnahme der Exosmose bei steigen- 
dem py noch nicht geschlossen werden, daß die Zellen für Kresylblau 
impermeabel sind, zumal es ja auch unter denselben Bedingungen gut in 
die Zellen eindringt und sich in ihnen anreichert. Irwins Untersuchungen 
zeigen also auch die große Bedeutung der spezifischen Affinität. Die 
Frage der Permeabilität hat also für die Pharmakologie nur eine sekun- 
däre Bedeutung; viel wichtiger ist die Frage nach den Vorgängen an 
den Zellkolloiden. 

2. Mit dieser Frage haben sich auf Grund ihrer bereits erwähnten 
Beobachtungen, daß basisches Methylgrün im alkalischen Milieu stärker 
als im sauren wirkt, während saure Farbstoffe im sauren wirksamer 
sind, Fleischer und Amster (9) beschäftigt und diskutieren die Mög- 
‚lichkeit einer durch die Reaktion des Milieus bewirkten Änderung 
der Bakterien. Als Analogie hierfür führen sie die Beobachtungen 
bei Färbeversuchen an Wolle an: Saure Farbstoffe erfahren bei Ver- 
wendung einer sauren, alkalische Farbstoffe bei Anwendung einer 
alkalischen Flotte eine Vermehrung ihrer Färbekraft. Diese Erscheinung 
wird auf Elektroadsorption zurückgeführt: die negativ geladene Wolle 
adsorbiert nur schlecht Säurefarbstoffe, die gleichfalls negativ geladen 
sind, gut dagegen basische, positiv geladene Farbstoffe. Im sauren 
Bade wird die negative Wolle positiv umgeladen und kann sich nun 
mit Säurefarbstoffen besser anfärben; analog wird sie im alkalischen 
Bade stärker negativ aufgeladen und dadurch ihre Färbbarkeit für 


Undissoziierte Arzneimittel. 519 


basische Stoffe verstärkt. Da wir wissen, daß wir auch bei Bakterien 
eine negativ aufgeladene Grenzschicht annehmen müssen, so über- 
tragen Fleischer und Amster die Beobachtungen beim Färbeprozeß auf 
die lebende Zelle. 

Auf diese Deutung der Befunde beim FärbeprozeßB müssen wir 
etwas näher eingehen: Es ist nämlich zu berücksichtigen, daß die 
Dissoziation saurer Farbstoffe im sauren, alkalischer Farbstoffe im 
alkalischen Milieu stark zurückgedrängt wird; sie bilden somit neutrale 
Moleküle. Wir wissen indessen, daß sich diese neutralen Moleküle 
assoziieren, d. h. zu größeren Komplexen von der Ladung des hoch- 
molekularen Ions zusammentreten und unter Erhaltung ihres Ladungs- 
sinnes adsorbiert werden. Also ist auch im Gebiete eines geringen 
Dissoziationszustandes eine elektropolare Adsorption möglich, die dann 
zu einer besonders starken Anreicherung führt. Daß eine Zurück- 
drängung der Dissoziation durch andere als H. und OH’-Ionen, wie 
sie ja etwa bei der Anfärbung toter Fasern (substantive Färbungen 
der Baumwolle) von großer Bedeutung sind, für den lebenden Organismus 
in Frage kommt, ist unwahrscheinlich. — Nicht angängig erscheint es 
indes, die lebenden Zellen hinsichtlich ihrer Umladefähigkeit mit einer 
Wollfaser zu vergleichen. Es konnte nämlich in Versuchen, über die 
an anderer Stelle berichtet werden soll, nachgewiesen werden, daß 
auch in stark saurem Milieu (pe = 3,54) die Ladung der Bakterien 
intra vitam sich nicht ändert, daß also ihre Zellkolloide sehr schwer 
umzuladen sind und eine Ladungsänderung der Zellen in so weit- 
gehendem Maße wie bei der toten Materie zur Erklärung einer ver. 
änderten Giftwirkung nicht herangezogen werden kann. Außerdem 
wirken auch die Farbstoffe in den Versuchen von Fleischer und Amster 
schon bei einem pg wesentlich stärker bzw. schwächer, bei dem die 
Zellkolloide unmöglich bereits umgeladen sein können. Es müssen 
also andere, außerhalb der Zellen gelegene Momente zur Erklärung her- 
angezogen werden. 

3. Die Größe der Hemmung der Zellatmung durch Chinin nrmmt 
nach Rona (18) mit steigendem pa zu, was dafür spricht, daß die 
Hemmung durch die Chininbase bewirkt wird. Rona erblickt in der 
Progressivität dieser Hemmung den Ausdruck einer Veränderung ihrer 
die Oberflächenspannung erniedrigenden Fähigkeit, und Michaelis (19) 
vertritt die Anschauung, daß die undissoziierten Moleküle oberflächen- 
aktiver und lipoidlöslicher als die Ionen sind und diese Eigenschaften 
mit ihrer stärkeren Wirkung in ursächlichem Zusammenhang stehen. 
Nun fällt zwar bei den Chininalkaloiden das Optimum ihrer Desinfektions- 
wirkung nicht mit dem Optimum ihrer Oberflächenaktivität zu- 
sammen (20), indessen braucht die Oberflächenaktivität nicht dieselben 
Werte wie die Grenzflächenaktivität zu besitzen. Es darf außerdem 
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nicht außer acht gelassen werden, daß die Oberflächenaktivität zwar 
ein Moment ist, das zur Aufnahme führt, aber noch nicht einen Maßstab 
für die Aufnahme selbst darstellt. 

Nun ist bekannt, daß die Löslichkeit der freien Alkaloidbasen, die 
eine größere Oberflächenaktivität als die Alkaloidsalze besitzen (21). 
weit hinter der ihrer Salze zurücksteht; außerdem besitzen im all- 
gemeinen die undissoziierten Stoffe eine geringere Löslichkeit als die 
dissoziierten. Bei Abnahme ihrer Löslichkeit werden diese Stoffe 
leichter aus dem Lösungsmittel herausgetrieben, indem sie — nach 
Traubes Bezeichnung — einen geringen Haftdruck oder, wie Schoeller (22) 
sich ausdrückt, keine Hydratationszentren besitzen, die sie in dem 
Lösungsmittel festhalten. Infolgedessen reichern sie sich stärker in 
der Grenzfläche zweier Phasen (z. B. Wasser-Zellkolloid) an und werden 
stärker adsorbiert als die gut löslichen Stoffe, eine Erfahrung, die sich 
in der Kolloidchemie allgemein bestätigt hat (23). An der Grenzfläche 
der Zellkolloide lösen die von ihnen adsorbierten Moleküle Veränderungen 
aus, und es ist verständlich, daß diese bei der Adsorption einer großen 
Anzahl von Molekülen stärker sind als bei der einer geringeren Zahl. 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daß bestimmte un- 
dissoziierte Gifte stärker wirken als dissoziierte. Die Aufnahme dieser 
Gifte erfolgt durch die erhöhte Wirkung der Oberflächenaktivität im 
Zusammenhang mit der Erniedrigung der Löslichkeit. Indessen brauchen 
die Stoffe nicht oberflächenaktiv oder schlecht löslich zu sein; in diesem 
Falle handelt es sich nicht um eine unspezifische Adsorption, sondern 
um spezifisch chemische Wirkungen. Ferner können die undissoziierten 
Moleküle zu größeren Komplexen von der Ladung des hochmolekularen 
Ions sich, assoziieren; auf diese Weise kommt eine elektropolare Ad- 
sorption zustande, die dann zu einer besonders starken Anreicherung 
an der Oberfläche führt. Über die Art, in der wir uns den Verlauf 
einer Reaktion zwischen einem Kolloid und einem Molekül vorzu- 
stellen haben, geben — von chemischen Affinitäten abgesehen — die 
Untersuchungen von Freundlich und Rona (24) über die Veränderung 
der Dielektrizitätskonstanten an der Oberfläche der Kolloidteilchen, 
die zu einer Sensibilisierung der Kolloide führt, sowie die elektro- 
statischen Wechselbeziehungen zwischen heteropolaren Molekülen (25) 
Aufschluß. 
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Die klassische Methode zur Trennung eines Kolloids von den 
ihm beigemengten Kristalloiden ist die Dialyse. Sie besteht darin, 
daß das kristalloidhaltige Sol durch eine Membran, die für das Sol 
undurchlässig, für das Kristalloid aber durchlässig ist, von Wasser 
getrennt wird. Das Kristalloid gelangt allmählich durch die Membran 
hindurch in das Außenwasser, und durch ständige Aufrechterhaltung 
eines Konzentrationsgefälles gelingt es allmählich, das gesamte Kristal- 
loid zu entfernen. Diese Methode, die bekanntlich von großer praktischer 
Bedeutung ist, ist nach den verschiedensten Seiten hin ausgearbeitet 
worden. Die beiden Hauptpunkte, die man hierbei im Auge hatte, 
waren schnelle und weitgehende Entfernung des Kristalloids. Es würde 
zu weit führen, hier auf all die verschiedenen Formen des Dialysators 
und all die verschiedenartigen Stoffe, die als Membran vorgeschlagen 
worden sind, einzugehen. Es sei aber auf die Zusammenstellung von 
H. Thoms in Abderhaldens ‚Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden‘ (Abt. III, Teil B, H. 2) hingewiesen. 

Einen Fortschritt in dieser Hinsicht bedeutet die von Wo. Pauli (1) 
eingeführte Verbindung der Dialyse mit der Elektrolyse (,, Elektro- 
dialyse‘‘). Bei seinem Verfahren wird eine aus drei Kammern bestehende 
zylinderförmige Apparatur verwandt. In die Mittelkammer, die von 
den Seitenkammern durch zwei Membranen aus Pergamentpagier 
getrennt ist, kommt das zu reinigende Kolloid. Die Seitenkammern 
besitzen eine Spülvorrichtung; außerdem befinden sich in ihnen die 
aus Platin bestehenden Elektroden. Die Paulische Membrankombi- 
nation ist sehr ungeeignet, da bei Anwendung von selbst sehr schwachen 
Strömen die Reaktion in der Mittelkammer sauer wird. Im expen- 
mentellen Teil werden wir noch genau hierauf eingehen. Pauli vermeidet 
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diese Reaktionsänderung dadurch, daß er mit Strömen von minimaler 
Stärke arbeitet. Er muß dann aber die Elektrodialyse so lange aus- 
dehnen, daß ein nur geringfügiger Vorteil gegenüber der gewöhnlichen 
Dialyse vorhanden ist. Gerade die schnelle Entfernung der Kristalloide 
ist beim Arbeiten mit Kolloiden erstrebenswert, da sonst ihr „Altern“ 
eine Rolle spielen wird. Arbeitet man mit biologischen Kolloiden, so 
liegt der Nachteil langen Dialysierens klar auf der Hand. 

Eine bedeutende Verbesserung dieser Methode stammt von 
Ruppel (2) und seinen Mitarbeitern (Reststötter, Praussnitz, Ornstein, 
Lasch). Sie sind ausgegangen von Untersuchungen von Bethe und 
Toropoff (3) über Neutralitätsstörungen beim Stromdurchgang durch 
Membrane. Bethe und Toropoff, die Untersuchungen von Hiitorf (4) 
weiterführten, brachten eine Membran in eine neutrale Elektrolyt- 
lösung und schickten dann den elektrischen Strom hindurch. Sie 
fanden, daß zu beiden Seiten der Membran nach kurzer Zeit Kon- 
zentrationsänderungen im Elektrolytgehalt und Änderungen in der 
H-Ionenkonzentration auftraten. DBefand sich beispielsweise eine 
negativ geladene Membran in einer NaCl-Lösung, so trat auf der dem 
positiven Pol zugekehrten Seite der Membran alkalische Reaktion und 
Abnahme der Elektrolytkonzentration, auf der dem negativen Pol 
zugekehrten Seite saure Reaktion und Konzentrationszunahme auf. 
Bei einer positiv geladenen Membran waren die Erscheinungen um- 
gekehrt. Bethe und Toropoff führen diese Erscheinungen auf elektro- 
osmotische Vorgänge zurück. In den Poren der Membran kommt es zur 
Bildung einer Helmholizschen Doppelschicht, und zwar besteht die 
äußere Belegung (die Wandschicht) aus positiven oder negativen 
Ionen (H’- oder OH’-Ionen plus den Kationen und Anionen des Elektro- 
lyten) je nach der Art, wie sich die betreffende Membran auflädt. 
Die Ionen der äußeren Belegung haften ziemlich fest an der Porenwand. 
Wird nun der Strom hindurchgeschickt, so beteiligen sich die Ionen 
der äußeren Belegung in geringerem Maße an der Stromüberführung 
als die Ionen der inneren Belegung. Die Ionen der Wandschicht ver- 
halten sich so, als ob sie eine kleinere Überführungszahl, die Ionen 
der inneren Belegung, als ob sie eine größere Überführungszahl hätten. 
Auf Grund dieser Überlegungen kann man die Flüssigkeit in der 
Membran als ein zweites Lösungsmittel betrachten, in dem die Über- 
führungszablen der Ionen von denen in der Elektrolytlösung ver- 
schieden sind. Es kommt mithin zu Verschiebungen in der Konzen- 
tration aller in Frage kommenden Ionen!). 

Von der Überlegung ausgehend, daß man, um die neutrale Reaktion 
in der Mittelkammer aufrecht zu erhalten, zwei verschieden geladene 
1) Nernst und Riesenfeld, Ann. d. Phys. (4) 8, 600, 1902. 
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Membranen anwenden müsse, gingen Ruppel und seine Mitarbeiter 
dazu über, eine passende Membrankombination ausfindig zu machen. 
Für die Anodenseite suchte man eine positive Membran, für die Ka- 
thodenseite eine negative. Durch diese Anordnung sollten die an den 
Membranen auftretenden Neutralitätsstörungen sich kompensieren und 
dadurch die ursprüngliche H-Ionenkonzentration aufrecht erhalten ` 
werden. Bei ihren Untersuchungen hatten Bethe und Toropo/f unter 
anderem gezeigt, daß eine Pergamentpapiermembran sich in einer 
neutralen Elektrolytlösung negativ, eine Membran aus Wollstoff, die 
mit chromierter Gelatine imprägniert ist, sich positiv auflädt. Eine 
von Ruppel und seinen Mitarbeitern unter anderem benutzte Anordnung 
verwendet an der Anodenseite eine chromierte Gelatinemembran, an 
der Kathodenseite eine Pergamentpapiermembran, außerdem wird 
der Inhalt der Mittelkammer durch einen Rührer gerührt, um eine 
Ionenstauung an den Membranen zu vermeiden. Die Anode besteht 
aus Platin, die Kathode aus Messing. Die Entfernung der Elektrolyte 
aus dem Sol mit Hilfe dieser Methode bezeichnen Ruppel und Mit- 
arbeiter als ‚‚elektroosmotische‘‘, den Prozeß selbst nennen sie ‚Elektro- 
osmose‘“. Es ist natürlich richtig, daß bei diesem Prozeß auch eine 
elektroendosmotische Wasserüberführung stattfindet, und daß hier- 
durch auch Elektrolyt aus der Mittelkammer entfernt wird. Das 
Wesentliche ist aber die Entfernung der Elektrolyte durch die Elektro- 
lyse und Dialyse. Es ist deshalb richtiger, wie Pauli es tut, von einer 
„Elektrodialyse‘“‘ zu sprechen. Wir schlagen vor, die Bezeichnung 
„Elektroosmose““ für das geschilderte Verfahren fallen zu lassen. 

Ruppel, Reitstötter und auch R. Stern (5), die mit Gelatine-Per- 
gamentmembranen Serum elektrolytfrei machten, schreiben, daß sie 
hierbei nur geringfügige Änderungen der H'-Ionenkonzentration beob- 
achteten. Zu einer experimentell eindeutigen Klärung der Frage, 
wie und ob die H'-Ionenkonzentration in der Mittelkammer sich ändert, 
sind diese Versuche nicht geeignet, da Serum eine so stark puffernde 
Flüssigkeit ist, daß allmählich auftretende Säure- oder Alkalimengen 
sich nicht manifestieren. 

Wir haben es uns in der vorliegenden Untersuchung zur Aufgabe 
gemacht, die Vorgänge in der Mittelkammer zu studieren, bei An- 
wendung verschiedener Membrankombinationen und verschiedener 
Elektrolyte. Um einen genügend großen Stromdurchgang zu erzielen, 
müssen die Elektroden ziemlich nahe an die Membranen herangebracht 
werden (in etwa 0,5 cm Entfernung). Es ist hierbei nicht ausgeschlossen, 
daß die an den Elektroden sich bildenden sekundären Produkte der 
Elektrolyse zu Störungen infolge Einwirkungen auf die Membranen 
führen können. Es gab deshalb zwei Arbeitsmöglichkeiten: entweder 
dafür Sorge zu tragen, daß die an den Elektroden entstehende Säure 
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bzw. Alkali nicht bis an die Membran gelangt bzw. mit unpolarisier- 
baren Elektroden zu arbeiten und unter solchen Bedingungen die 
Vorgänge in der Mittelkammer zu verfolgen; dann hätte man aber 
Bedingungen geschaffen, die man beim praktischen Arbeiten nicht 
realisieren kann. Oder aber, man arbeitet so, wie man bei der Elektro- 
dialyse praktisch vorgeht, dann muß man aber in Kauf nehmen, keine 
theoretisch einwandfreie Deutung der Vorgänge an den Membranen 
geben zu können. Wir zogen trotz dieses Nachteiles die zweite Unter- 
suchungsart vor, da uns daran lag, festzustellen, inwieweit die Elektro- 
dialyse praktisch zu verwerten ist. 


Versuchsanordnung. 


Wir benutzten einen aus drei Kammern bestehenden Apparat 
aus Glas, der dieselbe Form wie der Paulische hat. Am klarsten gehen 
die Verhältnisse aus der Zeichnung 
(Abb. 1) hervor. Die drei Teile sind 
genau aufeinander abgeschliffen. 
Die Membranen wurden mit Cellon- 
lack befestigt (man kann auch 
Gummiringe verwenden). Der Abb. 1. 

Apparat wird durch Schellen zu- z une n Z 
sammengehalten und kann durch c Öffnung für den Rührer. d Abflußöffnung der 
REN a ie aa befestigt Mittelkammer. e Elektronen. f Membranen. 
werden [s. Abb. 21). Die Mittel- 
kammer faßte rund 60ccem; sie 
kann beliebige Dimensionen haben, 
soll aber möglichst schmal (3 bis 
5cm)sein. Als Elektroden benutzten 
wir zwei kreisföürmige Netze aus 
dünnem Platindraht. Die Spannung 
des angelegten Gleichstromes betrug 
12, 60 und 120 Volt. In dem Strom- 
kreise befand sich ferner ein Milli- 
amperemeter. In allen Versuchen 
benutzten wir einen schraubenförmig gewundenen Glasrührer. Als 
Membranmaterial dienten Pergamentpapier (Schleicher und Schüll), 
mit chromierter Gelatine?) imprägnierter Wollstoff und Schweins- 
blase. Die untersuchten Salze waren Kahlbaumsche und Mercksche 








Abb. 2, 


1) Wir sind Herrn cand. phil. Nitze für die Anfertigung der Zeichnung 
zu Dank verpflichtet. 

2) 10g Gelatine, 3g Ammoniumbichromat, 5g Glycerin in 100 ccm 
Aqua dest. gelöst; Wollstoff hiermit bestreichen und belichten. Zwei- bis 
dreimal zu wiederholen. 
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Präparate ‚Zur Analyse“. Zur Herstellung der Elektrolytlösungen 
und zum Spülen wurde, wenn nicht anders vermerkt, frisch aus- 
gekochtes destilliertes Wasser benutzt. Die H-Ionenkonzentration 
wurde elektrometrisch unter Verwendung von U-förmigen Elektroden 
bestimmt. Zu jeder Bestimmung wurden beem entnommen. Da 
die Bestimmung der H'-Ionenkonzentration in neutralen Elektrolyt- 
lösungen mit U-Elektroden Schwierigkeiten bereitete (s. auch Hassel- 
balch, diese Zeitschr. 49, 451, 1913), so wurde darauf verzichtet, in 
diesen Fällen die Anfangs-H -Ionenkonzentration festzustellen. Wir 
konnten dies um so eher tun, als wir frisch ausgekochtes destilliertes 
Wasser benutzten. — In den folgenden Protokollen bringen wir immer 
nur einen typischen Versuch von vielen. 


Versuchsergebnisse. 


Es wurde zuerst die Reaktion in der Mittelkammer untersucht 
beim Elektrodialysieren von 0,5proz. NaCl-Lösung unter Verwendung 
verschiedener Membrankombinationen. 

In den folgenden Protokollen wird in der ersten Spalte die Zeit 
der Probenahme, in der zweiten die Anzahl Milliampere, in der dritten 
die angelegte Spannung, in der vierten die H-Ionenkonzentration in 
der Mittelkammer angegeben. Aus der Anzahl Milliampere gewinnt 
man ein deutliches Bild über den Verlauf und die Intensität des 
Prozesses. Im Moment der Stromeinschaltung ist der Widerstand 
groß, da in den Außenkammern sich reines destilliertes Wasser be- 
findet. Bei Eintritt der Ionenwanderung nimmt dann die Strom- 
stärke zu, um in jenen Fällen, in denen die Elektrodialyse weitgehend 
fortgeschritten ist, wieder abzunehmen. 


a) Zwei negative Membranen (Pergamentpapier). 
50 cem 0,5proz. NaCl. 














Minuten | | Milliampere | Volt | PH 
0 12 ur | — 
5 23 12 | 3,26 
15 22 12 | 3,00 
25 23 12 | 2,79 


Bei Verwendung von NaCl-Lösung wurde die Reaktion der Flüssig- 
keit in der Mittelkammer stets sauer. 

Weniger eindeutig waren die Befunde mit zwei positiven Mem- 
branen. In einem Teile unserer Versuche benutzten wir einen mit 
Chromgelatine imprägnierten Wollstoff, bei dessen Anwendung die 
Reaktion in der Mittelkammer ebenfalls stets sauer wurde. 
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b) Zwei positive Membranen (Chromgelatine). 50 eem 0,5proz. NaCl. 





Minuten Milliampere Volt | De 





Dieselben Versuche, bei denen ein garantiert reiner Wollstoff 
verwendet wurde (er wurde uns in liebenswürdiger Weise vom Kaiser 
Wilhelm-Institut für Faserstoffchemie zur Verfügung gestellt) ergaben 
genau das entgegengesetzte Verhalten. 


Dal Zwei positive Membranen (Chromgelatine).. 50 ccm 0,5proz. NaCl. 


Minuten Milliempere Vot | Pu 


8,20 
10,32 
10,30 





Die in den Protokollen b,) und ba) wiedergegebenen Ergebnisse 
sind sehr eigentümlich. Eine Deutung werden wir in der Besprechung 
unserer Befunde zu geben versuchen. Sie weisen aber auf die große 
Unsicherheit hin, die sich beim Arbeiten mit Membranen immer wieder 
manifestiert. 

Als Membranen, die sich positiv aufladen sollen, wurden ferner 
Schweinsblasenmembranen benutzt. Sie waren für unsere Versuchs- 
zwecke sehr ungeeignet, da ihre Durchlässigkeit sich dauernd ver- 
änderte und da die Membran an der Kathodenseite nach einiger Zeit 
sehr stark gequollen war. Hier zeigte sich die auffallende Erscheinung, 
daß die Reaktion der Flüssigkeit in der Mittelkammer zuerst alkalisch, 
dann neutral und schließlich sauer wurde. 


c) Zwei Schweinsblasenmembranen. 50ccm 0,5proz. NaCl. 


l Reaktion ens 
Minuten Milliampere Volt über Ie 





alkalisch 


SA DD bäta E 
Š 


n 
neutral 
sauer! 


H 
| n 


Š 
38888888 
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Wir gingen dann dazu über, die Vorgänge zu untersuchen, die 
sich abspielen bei Benutzung zweier ungleichnamiger Membranen, 
einer positiven an der Änodenseite, einer negativen an der Kathoden- 
seite. Die Versuchsbedingungen waren dieselben, wie sie Ruppel und 
seine Mitarbeiter (1. c.) und auch R. Stern (l. c.) bei ihren Untersuchungen 
angewandt haben. Wie aus dem untenstehenden Protokoll hervorgeht, 
wurde bei Elektrodialyse von NaCl die Flüssigkeit in der Mittelkammer 
nach einiger Zeit alkalisch. 


d) Positive Membraa (chromierte Gelatine) an der Anodenseite, negative 
Membran (Pergamentpapier) an der Kathodenseite. 
50 ccm 0,5proz. NaCl. 





Minuten | Milliampere | Volt | PH 
| | 

0 | 28 12 | — 
5 36 12 10,18 

wu | 33 CH 2 
15 | 36 | 12 11,05 

20 34 12 — 
| 38 12 | 11,25 


Wir erhielten bei der Elektrodialyse von NaCl-Lösung mit zwei 
ungleichnamigen Membranen in der obigen Anordnung immer alkalische 
Reaktion in der Mittelkammer, und zwar unabhängig davon, welchen 
der beiden Wollstoffe wir für die positive Membran verwandten. 

Zur Kontrolle kommutierten wir den Strom und erhielten, wie 
zu erwarten war, jetzt saure Reaktion der Mittelflüssigkeit. 


e) Positive Membran (chromierte Gelatine) an der Kathodenseite, negative 
Membran (Pergamentpapier) an der Anodenseite. 
50 ccm 0,5proz. NaCl. 














Minuten | Milliampere | Volt s PEH 
0 12 12 — 
5 9 12 4,11 
10 8 12 — 
15 8 12 3,44 
20 8 12 — 
25 | 8 12 | 3,35 


Theoretische Erörterung der bisherigen Versuchsergebnisse. 


Versucht man, sich ein Bild zu machen von den Vorgängen, die 
sich bei den beschriebenen Versuchen an den Membranen abspielen, 
so wird man dazu neigen, auf die Versuche und Anschauungen von 
Bethe und Toropoff zurückzugreifen. Ganz analoge Verhältnisse hat 
man bei der Elektrodialyse jedoch nicht, denn bei Bethe und Toropoff 
handelt es sich darum, daß eine Membran in eine Elektrolytlösung 
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eingeschaltet wird und daß zu beiden Seiten der Membran die Elektroden 
sich in der Elektrolytlösung befinden. Die Membran wirkt hierbei 
wie ein zweites Lösungsmittel, in dem die Überführungszahlen der 
Ionen andere sind als in einer gewöhnlichen wässerigen Lösung. Bei 
der Elektrodialyse aber ist die Anordnung die folgende: Positive 
Elektrode in destilliertem Wasser, erste Membran, Elektrolytlösung, 
zweite Membran, negative Elektrode in destilliertem Wasser. Wir hätten 
es hierbei mit drei Lösungsmitteln mit verschiedenen Überführungs- 
zahlen zu tun. Ein weiterer Umstand, der ein theoretisches Eindringen 
in die Erscheinung sehr erschwert, ist die Tatsache, daß man mit einer 
Umladung der Membranen während der Elektrodialyse rechnen muß. 
Legen wir unserer Erörterung dennoch die Anschauungen von Bethe 
und Toropoff zugrunde, so sind wir uns bewußt, daß dies nur ein Not- 
behelf sein kann. Folgende Fälle wären zu betrachten: 

l. Protokoll a): Hier bildet die an der Anodenseite befindliche 
negative Membran ein Hindernis für die Cl-Ionen. Die Reaktion in 
der Mittelkammer wird sauer. 


+ Pol — Pol 


«“- be 
CU Na 
neg. Membr. neg. Membr. 

2. Protokoll b): In diesem Falle werden die Na’-Ionen zurück- 
gehalten. Die Reaktion der Mittelflüssigkeit wird alkalisch. 








+ Pol er Ne | — Pol 
pos. Membr. pos. Membr. 

3. Protokoll d): Bei dieser Anordnung müßten theoretisch die 
positiven wie die negativen Ionen gleich gut durch die Membranen hin- 
durchgelangen können, und die Reaktion in der Mittelkammer müßte 
neutral bleiben. Wie die Versuche aber ergaben, war die Reaktion 


stets alkalisch. Man kann dies nur erklären, wenn man annimmt, daß 
+ Pol | er Ne |— Pol 
pos. Membr. neg. Membr. 
die Pergamentpapiermembran nur schwach negativ geladen ist. Eine 
Analogie hierzu und eine gewisse Bestätigung für die Richtigkeit dieser 
Auffassung hätte man in jenen Versuchen zu sehen, in denen bei An- 
wendung zweier Gelatinemembranen die Reaktion der Mittelflüssigkeit 
sauer wurde. Man muß hier annehmen, daß diese Membranen nur 
schwach positiv geladen waren. 

Wie aus den obenstehenden Betrachtungen hervorgeht, ist es 
zurzeit nicht möglich, eine einwandfreie Erklärung für die Vorgänge 
bei der Elektrodialyse zu geben. Rein praktisch sind keine der bisher 
vorgeschlagenen Membrankombinationen wirklich geeignet, da sie bei 
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schon relativ schwachen Strömen zu Neutralitätsstörungen der Mittel 
flüssigkeit führen. Besonders ungeeignet erscheint es uns, zwei Per- 
gamentpapiermembranen zu benutzen, wie Pauli es tut. Wir werden 
noch weitere Belege hierfür bei unseren Versuchen mit Serum geben. 
Wie wir im weiteren Verlauf unserer Untersuchung fanden, ist die 
Ruppelsche Anordnung am meisten zu empfehlen. Wir haben deshalb 
die Verhältnisse bei der Elektrodialyse unter Verwendung von Gelatine- 
Pergamentpapiermembranen besonders eingehend untersucht. 


Weitere Versuchsergebnisse. 

Außer NaCl wurde noch eine Reihe anderer Elektrolytlösungen 
der Elektrodialyse unterworfen. Hierbei wurde nur die Ruppelsche 
Membrankombination benutzt. 

D Elektrodialyse von 50 ccm 0,5proz. KCI-Lösung. 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen.) 


Minuten | Milliampere Volt De 
| 
3 
6 | 
10 | 





KO hat insofern theoretisches Interesse, als bei ihm Anion und 
Kation gleiche Wanderungsgeschwindigkeiten besitzen. Auch hier 
wurde die Reaktion in der Mittelkammer mut, der obigen Membran- 
kombination alkalisch. 

Dasselbe Verhalten zeigte auch Na,SO,. Die wässerige Lösung 
dieses Elektrolyten wurde ebenfalls bei der Elektrodialyse durch 
Gelatine-Pergamentpapiermembranen alkalisch. 


gı) Elektrodialyse von 50 com 0,5 proz. Na, SO,-Lösung. 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen.) 


Minuten |;  Milliampere Volt De 
| 
0 | 14 60 | — 
5 32 60 6,13 
10 41 60 6,39 
15 50 60 
20 55 60 | 9,18 


Wir möchten hier einen Versuch protokollieren, der auf eine Er- 
scheinung aufmerksam macht, die wir häufig beobachtet haben. In 
einer Reihe von Untersuchungen mit demselben Elektrolyten nimmt 
in einem Versuch die Flüssigkeit in der Mittelkammer ohne ersichtlichen 











Elektrodialyse. 631 


Grund die entgegengesetzte Reaktion an. In den darauf folgenden 
Versuchen wird dann die Reaktion wieder so, wie man sie nach dem 
bisherigen Verlauf erwarten mußte. Dieser Befund zeigt klar, wie wenig 
übersichtlich die Vorgänge an den Membranen sind. Praktisch ergibt 
sich hieraus, daß man bei der elektrodialytischen Reinigung von Kol- 
loiden stets die H-Ionenkonzentration des Kolloids feststellen muß. 


gv) Elektrodialyse von 50 ccm 0,5proz. Na,SO,-Lösung. 
-e ) 





Ein Elektrolyt, der in wässeriger Lösung saure Teon zeigt, 
ist CH,COONH,. Der Elektrodialyse unterworfen, änderte er auch 
nach 23 Minuten nicht seine Reaktion. Kommutierte man den Strom, 
so blieb auch hierbei die Reaktion konstant. 


bal Elektrodialyse von 50 ccm 0,5proz. CH,COONH,-Lösung. Gelatine- 
membran an der Anodenseite, Pergamentpapiermembran an der Kathoden- 


seite. 
Minuten | Millismpere | Volt | Pu 
0 | 48 120 | 4,17 
1 24 120 — 
5 | 37 120 4,81 
15 | 37 120 4,77 
23 | 36 120 4,74 


bal Elektrodialyse von 50 ccm 0,5proz. CH,COONH,-Lösung. (Gelatine- 
membran an der Kathodenseite, Pergamentpapiermembran an der 








Anodenseite.) 
Minuten | Milliampere | Volt | PH | 
oo 52 I | Am 
l 19 120 — 
5 17 120 4,80 
15 18 | 120 | 4,80 


Einfluß der Elektrolytkonzentration und der angelegten Spannung. 


Es ist selbstverständlich, daß der Grad der Reaktionsänderung 
abhängig ist von der Konzentration des Elektrolyten und von der 
angelegten Spannung. Da uns aber daran gelegen war, möglichst ein- 
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gehend die Vorgänge bei der Elektrodialyse kennenzulernen, so wurde 
auch diese Frage einer experimentellen Prüfung unterzogen. Als Elek- 
trolyt diente NaCl, die Membrankombination war die von Ruppel 
angegebene. Bei sehr schwachen Elektrolytkonzentrationen und 
niedrigen Spannungen kam es, wie zu erwarten war, zu nur gering- 
fügigen Neutralitätsstörungen. Bei stärkeren Elektrolytkonzentrationen 
und höheren Spannungen erhielten wir die folgenden Ergebnisse: 


i) Elektrodialyse von 50 ccm NaCl-Lösungen. 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen.) 


-a — (LU 


Konzentration d Minuten | Milliempere | Volt | PH 








| 
| 0 16 60 = 
| 1 15 60 = 
| 2 15 60 5,78 
| 4 17 60 8,31 
ups J| 5 | 1 wm | sn 
NaCl | 0 | 40 | 120 — 
| 2 BR © 190 u 8,64 
| 4 | 8 120 9,11 
| b | 74 120 10,77 
| 0 — 60 = 
d 43 60 = 
| 2 45 60 6,59 
4 58 60 9,73 
NaCl 01 48 120 — 
1 | 48 120 _ 
2 78 120 9,19 
4 | 180 120 | 11,16 
5 | 198 120 | 11,46 





Weiterhin hängt die Intensität der Elektrodialyse von der Ent- 
fernung der Elektroden von den Diaphragmen ab. Die Elektrode soll 
etwa 0,5cm von der Membran entfernt sein. 

Nachdem im großen und ganzen die Verhältnisse bei der Elektro- 
dialyse durch die Untersuchung von Elektrolyten klar geworden waren, 
gingen wir dazu über, die Reaktionsänderungen zu untersuchen, die bei 
der elektrodialytischen Reinigung von Solen auftreten. In erster Linie 
interessierten uns die Vorgänge bei der Elektrodialyse von Blutserum, 
da diese Methode bei biologischen Arbeiten von großer praktischer 
Bedeutung ist. Bekanntlich benutzt man die Dialyse, um das Serum 
in seine Fraktionen zu zerlegen. Da das Serumglobulin nur bei Gegen- 
wart von Elektrolyten löslich ist, so flockt es bei Unterschreitung 
einer gewissen Elektrolytkonzentration aus. 

Zuerst untersuchten wir die Paulische Anordnung. Bei niedrigen 
Spannungen ändert sich die Reaktion in der Mittelkammer nur wenig. 
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In den Versuchen mit Serum war auch die Elektrolytkonzentration 
sehr niedrig, da das Serum stets zehnfach verdünnt wurde. Wie aus 
den folgenden Protokollen hervorgeht, war die Stromstärke sehr klein. 
Unter diesen Bedingungen dauert es auch natürlich lange, bis das 
Serum elektrolytfrei ist. 


K) Elektrodialyse von 50 ccm Serum (1:10 verdünnt). 
(Zwei Pergamentpapiermembranen.) 





Minuten Kä Zalllempers | Volt | DH | Bemerkungen 
0 l! 1 12 | 7,35 ‚ Serum leicht getrübt 
15 I 2 12 7,12 E Ze S ê 
30 4 12 | 7,07 | „  trübe 
en | 4 12 | sa 7 


Wenn man aber einen Strom von 120 Volt anwendet, so wird 
das Serum nach kurzer Zeit stark sauer, und zwar so stark sauer, daß 
das ausgeflockte Globulin peptisiert wird. 


Ka) Elektrodialyse von 50 ccm Serum (1:10 verdünnt). 
(Zwei Pergamentpapiermembranen.) 








Minuten || Milliampere | Vot | PH | Bemerkungen 
Sege eare -= nena OE aree EE EE LEE a 
0 | 24 120 
5 30 120 Serum trübe 
15 | 29 120 ees 
20 | 24 120 »  wasserklar 


Die Stromstärke war auch in diesem Versuch sehr klein — maximal 
30 Milliampere —, trotzdem trat eine stark saure Reaktion auf. 

Legte man bei Verwendung der von Ruppel und seinen Mitarbeitern 
empfohlenen Membranenkombination einen Strom von 120 Volt 
Spannung an, so ändert sich die Reaktion in der Mittelkammer nur 
wenig. 


l) Elektrodialyse von 50 ccm Serum (1: 10 verdünnt). 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen.) 





Minuten | Milliampere Volt \ Do 
0 24 120 | "e 

5 45 120 | 7,46 

20 28 120 | 6,78 

40 8 120 | 6,7] 


Wie aus diesem Protokoll ersichtlich ist, ist das Serum nach 
40 Minuten weitgehend elektrolytfrei. Das pe ist ein wenig nach der 
sauren Seite hin verschoben. Einige Male bekamen wir mit dieser 
Anordnung vorübergehend alkalische Reaktion des Serums. 
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l) Elektrodialyse von 50 cem Serum (1: 10 verdünnt). 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen.) 





Minuten Milliampere Volt | Pu 





| 
0 — 
Ss | 66 120 7,66 
uo 48 120 
26 16 120 9,20 
75 3 120 7,66 


Zwei Gelatinemembranen zu benutzen ist ungünstig, da die 
Membran an der Kathodenseite in der alkalischen Lösung der Außen- 
kammern leicht quillt. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Wo. Pauli eingeführte Unterstützung der gewöhnlichen 
Dialyse durch den elektrischen Strom bedeutet einen wesentlichen 
Fortschritt. Die Bezeichnung ‚Elektrodialyse‘“ (Pauli), ist der von 
Ruppel vorgeschlagenen Bezeichnung ‚‚Elektroosmose‘“ vorzuziehen. 

2. Um die Vorgänge bei der Elektrodialyse genauer analysieren 
zu können, wurden verschiedene Elektrolytlösungen der Elektro- 
dialyse unterworfen. 

3. Die von Pauli benutzte Membranenkombination (zwei Per- 
gamentpapiermembranen) ist für die Elektrodialyse von Serum un- 
geeignet. Benutzt man, wie Pauli es tut, sehr schwache Ströme, so 
ist der Vorteil dieser Methode gegenüber der gewöhnlichen Dialyse 
nur gering. Bei stärkeren Strömen ist sie unbrauchbar, da die Lösungen 
dann sauer werden. 

4. Obwohl die von O. Ruppel und seinen Mitarbeitern vorge- 
schlagene Membranenkombination (chromierte Gelatinemembran an 
der Anodenseite, Pergamentpapiermembran an der Kathodenseite) 
nicht die theoretisch erwarteten Verhältnisse ergibt, so gibt sie praktisch 
bei der Elektrodialyse von Serum zufriedenstellende Ergebnisse, da 
die hierbei bisweilen auftretende alkalische Reaktion weniger tief- 
gehende Veränderungen der Eiweißkörper verursachen dürfte (siehe 
S. P. L. Sörensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 103, 267, 1918). Zurzeit 
stellt sie die geeignetste Anordnung dar. 


Literatur. 
1) Wo. Pauli, Kolloid-Zeitschr. 81, 252, 1922; Klin. Wochenschr. 8, 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen über die Harnsäure. 


Von 
Rudolf Stern. 


(Aus der medizinischen Universitätsklinik zu Breslau.) 
(Eingegangen am 24. Juli 1924.) 


Von den verschiedenen Theorien, die in den letzten zehn Jahren 
über die Entstehung der Gicht ausgebaut worden sind [Brugsch (1, 2) 
und Schittenhelm (3), Thannhauser (4, 5), Severin (6), Gudzent (7)], hat 
bis jetzt keine allgemeine Anerkennung gefunden. sSchittenhelm (3) 
schrieb selbst kürzlich, er glaube, „daß heute noch nicht die Zeit ge- 
kommen ist, eine der Theorien als absolut gesichert betrachten zu 
können“. Nach wie vor besteht Minkowskis (8) Feststellung zu Recht, 
daß für die endgültige Aufklärung des Gichtproblems, abgesehen von 
einer abnormen Gestaltung von bestimmten Stoffwechselvorgängen, 
„besondere Eigenschaften der Harnsäure selbst, Änderungen ihrer 
chemischen oder physikalischen Beschaffenheit hauptsächlich in Be- 
tracht kommen“. Zweck der nachstehenden Untersuchungen ist es, 
die Besenderheiten, die die Harnsäure — zunächst in vitro — bietet, 
“und die seit den grundlegenden Arbeiten von His und Paul (9) vielfach 
untersucht worden sind, im Hinblick auf das Gichtproblem weiter zu 
verfolgen. 


I. Mitteilung: 
Das Problem des Harnsäurekolloids. 

Als im Jahre 1913 die ersten Untersuchungen von Schade und 
Boden (10) über die kolloidale Harnsäure erschienen waren, schrieb 
Minkowski (8): ‚Es ist vorläufig noch gar nicht abzusehen, welche Be- 
deutung diese Tatsachen für die Pathologie der Gicht gewinnen können. 
Jedenfalls aber sind sie von größter Tragweite, und sie stellen alles 
in Frage, was bisher über die Bedingungen für die Lösung, den Trans- 
port und die Abscheidung der, Harnsäureverbindungen im Organismus 
behauptet worden ist.“ Inzwischen hat Schade (11) [und neuerdings 
auch Barkan (21)] in weiteren Publikationen die Untersuchung der 
kolloidalen Harnsäure fortgeführt, während eine Anzahl anderer 
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Autoren [besonders Lichtwitz (12), Gudzent (13, 14) und Kohler (15, 16)] 
die Existenz des Harnsävrekolloids entweder überhaupt bestreiten oder 
mindestens unter nen wie sie im Blutserum vorliegen, als 
widerlegt bezeichnen. 

Bei dieser Sachlage ei es wünschenswert, die Beweisführung 
beider Parteien zu prüfen und, wenn möglich, in der einen oder anderen 
Richtung zu ergänzen. 

Ich möchte zunächst die Punkte hervorheben, die als Tatsachen 
gelten können, und über die eine Meinungsverschiedenheit nicht besteht. 
Das ist vor allem erstens: die Neigung der Harnsäure und ihrer Salze, 
wässerige Dispersionen von erheblich höherer Konzentration zu bilden 
als ihrer echten Löslichkeit (His und Paul, Gudzent) entspricht. Zweitens 
wird allgemein zugegeben, daß die Urate beim Ausfallen aus wässeriger 
Dispersion Gallerten, also typisch kolloidale Körper bilden können. 
Diese Gallerten sind neuerdings von Keeser und Zocher (17) sehr ein- 
gehend untersucht und als sogenannte Stäbchenkolloide erkannt 
worden. Aber diese Autoren lehnen es ausdrücklich ab, aus diesen 
Untersuchungen Schlüsse zu ziehen auf die physikalische Natur der 
Lösungen, aus denen diese Gallerten ausgefallen sind. Darum aber 
geht der ganze Streit: Schade meint daß das Harnsäurekolloid bereits 
vor Beginn jeder sichtbaren Ausfällung (Gallertbildung) in der dem 
Auge noch völlig klar erscheinenden Lösung vorhanden ist, während 
Gudzent und Kohler diese Lösungen für übersättigt halten. Die Ent- 
scheidung dieser Frage ist deswegen von so großer Wichtigkeit, weil 
ja bei der Gicht die Harnsäurekonzentration des Blutes über die Werte 
der echten Löslichkeit sicher hinausgehen kann, wenn auch die alte 
Lehre, daß ohne Hyperurikämie überhaupt keine Gicht entstehen 
könne, nicht mehr allgemein anerkannt wird. 

Angesichts der Tatsache, daß manche Autoren so weit gehen, 
die Existenz einer in Wasser kolloidal gelösten Harnsäure überhaupt 
zu leugnen (Kohler), erschien es mir unerläßlich, eine solche Lösung, 
wie sie Schade als kolloidal ansieht, genau nach seinen Angaben her- 
zustellen. @Gudzent bezeichnet zwar in seiner letzten Publikation es 
als den schwächsten Punkt der Schadeschen Auffassung, daß Gesetz- 
mäßigkeiten, die für die sogenannte N-Zone Schades (schwach sauer) 
gelten mögen, ohne weiteres als richtig für ein schwach alkalisches 
Reaktionsgebiet hingestellt werder. Es ist ihm ohne weiteres insoweit 
beizupflichten, als die Existenz eines kolloidalen Zustandes bei schwach 
saurer Reaktion nichts für die Existenzmöglichkeit bei Blutreaktion 
beweisen würde. Aber zweifellos hat Schade recht, wenn er die syste- 
matische Untersuchung der kolloidalen Harnsäure überhaupt (un- 
abhängig von der aktuellen Reaktion) als primäre und wichtigste 
Aufgabe ansieht. 
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Schade führt vor allem fünf Prüfungen an, auf Grund deren er 
seine Harnsäurelösungen für kolloidale erklärt: Opaleszenz, Tyndall- 
phänomen, Ultramikroskopie, Ultrafiltration und Viskositätsmessung. 
Von diesen Prüfungen lieferte ihm die Ultramikroskopie keine aus- 
gesprochen positiven Resultate, und die Viskositätsmessungen zum 
mindesten nicht regelmäßig. Die Methode der Ultrafiltration zum 
Nachweis des Harnsäurekolloids in der Lösung ist zuerst von Bechhold 
und Ziegler (13) mit Erfolg angewendet worden, doch haben ihre An- 
gaben zum Teil sehr lebhaften Widerspruch gefunden!). Die beiden 
ersterwähnten Prüfungen — Opaleszenz und Tyndall — können kaum 
als absolut einwandfreie Beweismittel gelten. Nun hat in jüngster 
Zeit Freundlich (19) darauf aufmerksam gemacht, daß eine Reihe von 
Solen’nicht nur zäh, sondern auch elastisch sind; und zwar handelt 
es sich meist um eine Scherungselastizität.. Eine solche Elastizität 
ist nun ein unbedingt sicheres Kennzeichen für den kolloidalen Di- 
spersitätsgrad, während man das von der gewöhnlichen Viskosität 
nicht behaupten kann. Wenn es also überhaupt Harnsäurelösungen 
gibt, die diese Elastizität zeigen, so müßten sie unter allen Umständen 
als kolloidale bezeichnet werden. Dies festzustellen, schien immerhin 
interessant, obwohl von vornherein klar war, daß der negative Ausfall. 
nichts Entscheidendes besagen würde. | 


Freundlich hat nun gezeigt, daß der Nachweis dieser Elastizität 
verhältnismäßig leicht geführt werden kann auf Grund der Ab- 
weichungen vom Poiseuilleschen Gesetz, die diese Elastizität bedingt. 
Diese Abweichungen liegen in dem Sinne, daß bei kleinen Geschwindig-: 
keitsgefällen der in der üblichen Weise berechnete Zähigkeitskoeffizient 
stark mit sinkendem Geschwindigkeitsgefälle zunimmt. Das Viskosi- 
meter nach W. R. Hess erlaubt nun, den negativen Druck, unter dem 
die Kapillaren stehen, und damit das Geschwindigkeitsgefälle in meß-- 
barer Weise zu variieren. Die Beschreibung des Apparates und der 
ganzen Methode ist von Freundlich und Schalek so ausführlich gegeben, 
daß ich hier nur auf diese Arbeit verweisen möchte?). 

Mit dieser Apparatur untersuchte ich nun sowohl Lösungen, die: 
nach der Beschreibung von Kohler, als auch solche, die nach der von 
Schade hergestellt waren. 


1) Auch sind diese Versuche an Lösungen angestellt, die bereits 
4 Stunden nach der Filtration Ausscheidung festen Urats zeigten; sie 
beweisen also nicht die Existenzmöglichkeit einigermaßen beständiger 
Harnsäuresole. 

2) Es ist mir ein Bedürfnis, Herrn Prof. Freundlich, in dessen Labora- 
torium ich diese Messungen ausführen durfte, für die freundliche Erlaubnis 
sowie für viele wertvolle Ratschläge auch an dieser Stelle ergebensten Dank 
zu sagen. 
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Schade gibt nun leider für die Herstellung seiner Sole keine so 
ausführliche und genaue Vorschrift wie für die von Gallerten; ich 
glaube aber, mit der folgenden Herstellungsart seinen Richtlinien im 
Prinzip nachgekommen zu sein. 

l g Harnsäure (es wurden reinste Präparate sowohl von Kahlbaum 
wie von Böhringer verwendet) wurde mit 50 ccm destillierten Wassers 
durch Kochen in Lösung gebracht, wenige Tropfen Neutralrot als 
Indikator hinzugefügt und etwa 60 ccm n/10 Natronlauge tropfenweise 
zugegeben. Vom Bodenkörper wurde abfiltriert und stets darauf 
geachtet, daß die Lösung gegen Neutralrot noch deutlich saure Reaktion 
zeigte. Bei einem solchen Verfahren (das ich gelegentlich auch variierte, 
z. B. Lackmustinktur als Indikator gebrauchte oder mit größeren 
Mengen von destilliertem Wasser verdünnte) soll man nach Schade 
sicher im pu-Bereich guter Kolloidbildung liegen. 

Die Lösungen, die den von Kohler verwendeten entsprechen sollten, 
wurden einfach so hergestellt, daß 200 mg reinstes Mononatriumurat 
von Kahlbaum mit 150 ccm destillierten Wassers durch Kochen in 
Lösung gebracht wurden. 

Ich habe nun nach diesen beiden Methoden eine große Anzahl 
von Lösungen hergestellt und im Hessschen Apparat ihren Zähigkeits- 
koeffizienten gemessen, wobei ich den Unterdruck von 10 bis 50 mm 
Quecksilber varierte. Ich habe niemals eine Abweichung vom 
Poiseuilleschen Gesetz gefunden. Unter diesen Umständen glaube 
ich aus Gründen der Raumnot von der Aufführung von Tabellen 
&bsehen zu sollen. 

Die n-Werte waren also gänzlich unabhängig vom Druck und 
schwankten bei den nach Schade hergestellten Lösungen zwischen 
1,00 und 1,11 (auf n, = 0 bezogen). Es ist also nicht möglich, auf 
diese Weise die kolloidale Natur von Harnsäurelösungen zu beweisen; 
aber, wie schon oben erwähnt, es ist hiermit auch nicht das Gegenteil 
bewiesen. Gibt es doch eine ganze Reihe von einwandfreien Solen, 
namentlich von hydrophoben, die auch dem Poiseuilleschen Gesetz 
gehorchen, also offenbar keine Elastizität zeigen. Man könnte also 
aus diesen Untersuchungen nur folgern, daß, wenn die betreffenden 
Harnsäurelösungen Teilchen von kolloidaler Größenordnung enthielten, 
der physikalische Unterschied zwischen diesen Teilchen und dem 
Dispersionsmittel Wasser außerordentlich gering ist, was ja auch 
Schade bereits als höchstwahrscheinlich bezeichnet hat. 

Der durch das oben geschilderte Verfahren vergeblich erstrebte 
Beweis für die Existenz eines typischen und einigermaßen beständigen 
Harnsäuresols wurde mir nun durch einen Zufall vor Augen geführt. 
Während die nach ‚Schade hergestellten Lösungen mindestens eine 
gewisse, wenn auch sehr geringe Zähigkeit zeigten, war das bei den 
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nach Kohler hergestellten nicht der Fall. Dies war nach den sehr gründ- 
lichen Untersuchungen dieses Autors ja auch kaum anders zu erwarten. 
Um so mehr überraschte es mich, als ich bemerkte, daß eine am 
6. März 1924 in der oben beschriebenen Weise hergestellte Lösung, 
die bei der Herstellung völlig klar gewesen war. 4 Tage darauf deutliche 
Opaleszenz zeigte. Die Lösung war in einem Kölbchen aus Jenaer Glas 
mit eingeschliffenem Stöpsel im verschlossenen Schranke aufbewahrt 
worden!). Die Opaleszenz blieb auch beim Filtrieren unverändert. 
Wenngleich ich das Auftreten einer Opaleszenz im Gegensatz zu Schade 
nicht als strikten Beweis des kolloidalen Charakters der Lösung ansehe, 
so machte mich doch die beobachtete Veränderung stutzig. Ich unter- 
suchte diese Lösung erneut im Hessschen Apparat. Ich fand auch 
diesmal keine Elastizität, wohl aber einen Viskositätskoeffizienten von 
n = 1,05, während derselbe 3 Tage vorher unter genau den gleichen 
Versuchsbedingungen = 1,00 gewesen war. Auch dieser Befund schien 
mir auffallend und veranlaßte mich, diese Lösung weiter zu beob- 
achten. Am 14. März zeigte sie sehr starke Schlierenbildung und unter 
dem Mikroskop Andeutung von Doppelbrechung. Die Betrachtung 
im Winkelschen Immersions-Ultramikroskop ergab nun folgendes: Es 
handelt sich um ein völlig einwandfreies Sol mit sehr ungleichmäßigen 
Teilchen; dieselben sind zum Teil sehr fein, zum Teil sehr grob. An 
den größeren und mittleren ist Funkeln zu beobachten. Die größeren 
Teilchen sind deutlich stäbchenförmig. Die Form der Teilchen ent- 
spricht also durchaus der von Keeser und Zocher bei den Urat- 
gallerten beobachteten. Strömungsdoppelbrechung ist nicht zu sehen, 
bei der geringen Konzentration ja aber auch kaum möglich. 


Hier war also ohne irgend einen bewußten Kunstgriff — sogar 
„außerhalb des Bereiches der für das Kolloidauftreten optimal günstigen 
N-Zone“ (Schade) — eine Uratlösung entstanden, die auch ultra- 
mikroskopisch (mehrere Tage lang ohne die geringste sichtbare Aus- 
fällung!) völlig einwandfrei als Sol festgestellt werden konnte, welcher 
Nachweis Schade bei seinen Lösungen bisher ebensowenig gelungen 
war wie mir bei den nach seiner Vorschrift hergestellten Lösungen. 
Schreibt Schade doch selbst nur von einer diffusen Aufhellung des 
Gesichtsfeldes, während keine Auflösung des Bildes bis zu Einzelteilchen 
zu erreichen sei. Auch Herr Dr. Zocher, der die Freundlichkeit hatte, 
dieses Sol mit mir gemeinsam unter dem Ultramikroskop anzusehen, 
teilte mir mit, daß er bei seinen vielfachen, mit Keeser gemeinsam 
angestellten Versuchen niemals ein so deutliches Harnsäurekolloid in 
Solform zu Gesicht bekommen habe. 


11 Für eine bakterielle Verunreinigung war weder makroskopisch noch 
mikroskopisch der leiseste Anhaltspunkt zu finden. 
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Selbstverständlich habe ich nun versucht, ein solches Sol, dessen 
geringe Menge bei den verschiedenen Untersuchungen nur allzu rasch 
verbraucht war, zu reproduzieren. Ich hielt mich zunächst genau an 
die protokollierte Herstellungsweise, aber die vielen Lösungen, die ich 
auf diese Weise herstellte, blieben während mehrerer Tage völlig klar. 
zeigten weder Opaleszenz noch Schlierenbildung und waren, unter dem 
Ultramikroskop betrachtet, optisch leer. Nur eine von diesen Lösungen 
zeigte 3 Tage nach ihrer Herstellung einigermaßen ähnliches Verhalten 
wie die oben beschriebene; aber auch bei ihr war die Zahl der im Ultra- 
mikroskop zu beobachtenden Teilchen ganz erheblich kleiner und die 
Schlierenbildung nicht entfernt so stark wie bei dem als typisch be- 
schriebenen Sol. Ich habe dann später versucht, durch Erhöhung 
der Konzentration das einmalige Zufallsprodukt zur Wiederholung zu 
zwingen, aber auch diese Versuche waren erfolglos. 

Es mag wenig naturwissenschaftlich erscheinen, wenn hier ein 
einmal hergestelltes oder, richtiger gesagt, entstandenes Sol in fast 
historisch-kasuistischer Weise geschildert wird; aber wir wissen ja, 
daß wir die Gesetze der Kolloidbildung leider auch noch nicht im 
mindesten beherrschen. Kein von uns auch nach noch so genauer 
Vorschrift hergestelltes Sol gleicht mit physikalischer Exaktheit seinem 
Vorbilde, wie etwa eine genau eingestellte n/10 Natronlauge jeder 
anderen, ebenso genau eingestellten gleicht. Die Ursache ist wohl 
die außerordentliche Abhängigkeit sowohl der Kristallisations- wie der 
Koagulationsgeschwindigkeit von winzigen, der Analyse unzugänglichen 
Fremdstoffmengen, die z. B. aus der Glaswand stammen könnten. 
Freundlich (22) verdanke ich das Beispiel, daß bei einem V,O,-Sol 
eine Konzentration von zwei Millionstel Mol im Liter Arsensäure genügt, 
um die Alterungsgeschwindigkeit um 10 Proz. zu verringern. So 
könnten auch minimalste Spuren von Kieselsäure, Eisenoxyd, Kohlen- 
säure oder dergleichen die Ausbildung von größeren oder auch wasser- 
ärmeren Uratteilchen verhindern. In dem völlig verschiedenen Altern 
gleich hergestellter Sole und in dem merkwürdigen Verhalten der 
sogenannten Semikolloide [vgl. z. B. die Untersuchungen von Freundlich, 
Stern und Zocher an Salvarsan und Neosalvarsan (20)] kann man 
vielleicht Analoga finden zu der scheinbar völlig regellosen Kolloid- 
entstehung der Urate. Noch ist es niemandem gelungen, im Reagenz- 
glase Eiweißkörper, Lipoide oder andere Kolloide auch nur annähernd 
mit der gleichen Sicherheit wohldefiniert zu reproduzieren, wie dies 
offenbar in lebenden Geweben und Körpersäften verwirklicht ist. 
Wenn wir uns diese Tatsache vor Augen halten, ist die Erkenntnis 
vielleicht doch nicht ganz ohne Interesse, daß wässerige Lösungen 
von Mononatriumurat in vitro ausgesprochen kolloidalen Charakter 
annehmen können, unter Bedingungen, die wir allerdings vorläufig 
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ebensowenig beherrschen wie die Bedingungen der Gichtentstehung 


in vivo. 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. X. 


Von 
Bernhard Stuber. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. Br.) 


Über den Nachweis 
des sogenannten Thrombins im Oxalatplasma. 


Von 


Sungyong Lee (Seoul, Korea). 
(Eingegangen am 24. Juli 1924.) 


Die Fermentlehre der Blutgerinnung verlegt die gerinnungs- 
hemmende Wirkung der Oxalate in die erste Phase des Gerinnungs>- 
ablaufes. Nach den Untersuchungen von Pekelharing soll im Oxalat- 
plasma das Thrombin fehlen, es soll infolge des Kalkmangels in einer 
unwirksamen Vorstufe als Prothrombin darin enthalten sein. Pekel- 
haring konnte zeigen, daß sich im Oxalatplasma, wenn es einige Zeit 
bei niederer Temperatur aufbewahrt wird, ein Niederschlag ausbildet, 
der das Prothrombin enthält. Von diesem Niederschlag befreites 
Oxalatplasma verliert allmählich die Eigenschaft, auf Kalkzusatz zu 
gerinnen. ba gelingt aus ihm nach der Hammarstenschen Methode 
ein Fibrinogen darzustellen, das auf Kalkzusatz nicht mehr gerinnt, 
wohl aber durch Zufügen von Thrombin. Der prothrombinhaltige 
Niederschlag des Oxalatplasmas ruft nun in Fibrinogenlösungen keine 
Gerinnung hervor, digeriert man ihn jedoch vorher mit Kalk, so tritt 
Gerinnung ein. Von Morawitz wurde dann der Nachweis erbracht. 
daß zwei unwirksame Modifikationen des Thrombins zu unterscheiden 
sind, das «&-Prothrombin, das im ÖOxalatplasma vorhanden ist und 
durch Kalk aktivierbar ist, es ist mit dem Pekelharingschen Pro- 
thrombin identisch, und ein im Serum enthaltenes, durch Kalk nicht 
beeinflußbares Metathrombin. Die Fermentlehre sieht also das Wesent- 
liche der Oxalathemmung des Gerinnungsprozesses in der durch die 
Kalkwegnahme bedingten Verhinderung des Übergangs von Pro- 
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thrombin in Thrombin. Eine Bestätigung dieser Anschauung konnte 
weiterhin darin erblickt werden, daß es entgegen Alexander Schmidt 
nicht gelingt, Oxalatplasma, das durch Dialyse vom Oxalatzusatz 
befreit wurde, ohne Kalkzusatz zum Gerinnen zu bringen. 

Unsere eigene Anschauung von der Hemmungswirkung der Oxalate 
haben wir in einer früheren Mitteilung!) eingehend experimentell be- 
gründet. Sie lehnt die Ansichten der Fermentlehre ab. Für unsere 
ebenfalls dort schon ausgesprochene Vermutung der Verschiedenheit 
von Serum- und Thrombinwirkung haben wir später, bei Gelegenheit 
von Studien am Natriumfluoridplasma?), eine experimentelle Stütze 
erbracht. 

Diese Arbeit soll zu der zuletzt genannten Ansicht einen weiteren 
experimentellen Beitrag liefern. 

Wir haben schon seit längerer Zeit betont, wie falsch es ist, das 
nach der Methode von Alexander Schmidt durch Alkoholfällung des 
Serums gewonnene Thrombin als ein biologisch wertbares Produkt zu 
betrachten. Es erschien uns unrichtig und verwirrend, die gerinnungs- 
auslösende Wirkung des nativen Serums ohne weiteres mit dem Alexander 
Schmidischen Thrombin zu identifizieren. Wir hoffen in dieser Mit- 
teilung einen weiteren Beweis für diese Anschauung zu erbringen. 

Nach dieser oben skizzierten Ansicht der Fermentlehre enthält 
das Oxalatplasma kein wirksames Thrombin. Befreit man also das 
Oxalatplasma durch Dialyse vom Oxalat, so darf dieses nun oxalatfreie 
Plasma keine Thrombinwirkung entfalten. Wenn ein derartiges oxalat- 
frei dialysiertes Plasma spontan ohne Kalkzusatz nicht mehr gerinnt, 
so ist dadurch unseres Erachtens weder ein Beweis für die Unent- 
behrlichkeit des Kalkes gegeben, noch irgendwelche Formulierung einer 
Thrombinhemmung gerechtfertigt. 

Wir hoffen demnächst in einer weiteren Mitteilung den Beweis 
zu erbringen, daß mehr oder weniger jede Plasmadialyse die Plasma- 
eiweißkörper physikalisch-chemisch so verändert, daß sie für die 
Spontangerinnung ungeeignet sind. Irgendwelche Schlüsse aus derartig 
physiologisch abgeändertem Material auf vitale Prozesse erscheinen 
uns gewagt. Wenn auch ein derartiges oxalatfrei dialysiertes Plasma 
spontan nicht gerinnt, wenn es auch direkt, Fibrinogenlösungen und 
Oxalatplasma zugefügt, keine Gerinnung hervorruft, so ist unseres 
Erachtens damit noch nicht bewiesen, daß es kein Thrombin im Sinne 
der Alexander Schmidtschen Fermentlehre enthält. Auch hier liegt 
unserer Ansicht nach der Fehlschluß wieder darin, daß man die Wirkung 
des nativen Serums mit dem’ nach Alexander Schmidt dargestellten 


1) Diese Zeitschr. 134, 1922. 
2) Ebendaselbst 140, 1923. 
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Thrombin im Analogieschluß auf gleiche Stufe stellte. Ist die Vor- 
stellung der Fermentlehre richtig, dann darf logischerweise auch das 
Alkoholpräzipitat des oxalatfrei dialysierten Plasmas kein wirksames 
Thrombin liefern. Daß aber gerade das Gegenteil der Fall ist, zeigen 
die folgenden Versuche. 


Wir benutzten für die Versuche Kaninchen- und Hundeblut. Dasselbe 
wurde direkt aus der eröffneten Carotis herausspritzend in paraffinierten 
Gefäßen, die eine Oxalatlösung von bestimmter Konzentration enthielten, 
aufgefangen. Die Oxalatmenge wurde so berechnet, daß das Blut etwa 
2 Prom. Oxalat enthielt. Das Plasma wurde teilweise gleich nach scharfem 
Zentrifugieren, teilweise erst nach 24stündigem Stehen bei 0° und nach- 
folgendem Filtrieren in den Versuch eingestellt. Zur Dialyse des Plasmas 
wurden Schleicher-Schüllhülsen verwandt. Dieselben waren nach den 
Angaben unserer letzten Mitteilung!) völlig von Kalk und Eisen frei 
präpariert. Die Dialyse zur Entfernung des Oxalatzusatzes erfolgte teil- 
weise gegen kalkfreie 0,9proz. NaCl-Lösung, teilweise gegen kalk- und 
magnesiumfreie Tyrodelösung. Sämtliche Materialien wurden aufeventuellen 
Kalkgehalt vorher geprüft. Als Fibrinogen benutzten wir solches vom Pferde 
bzw. Rinde. Die Darstellung erfolgte nach Hammarsten bzw. Morawitz. 
Je 10 bis 20 ccm Oxalatplasma wurden gegen 0,9proz. kalkfreie NaCl- 
Lösung bzw. gegen kalk- und magnesiumfreie Tyrodelösung oxalatfrei 
dialysiert. Dauer etwa 5 Tage bei täglich zweimaligem Außenflüssigkeits- 
wechsel. Das gegen Tyrode oxalatfrei dialysierte Plasma (Tyrodeplasma) 
und ebenso das gegen NaCl dialysierte Plasma (NaCl-Plasms) wurden 
zunächst auf ihre Gerinnungsfähigkeit mit Kalk geprüft, ebenso wurde 
eine eventuelle Gerinnungsauslösung derselben gegen Fibrinogenlösungen 
und Oxalatplasma untersucht. 


Wie aus den Tabellen I bis IV zu entnehmen ist, gerinnt das 
dialysierte Plasma durch Kalkzusatz und es ruft, wie bekannt, weder 
in Oxalatplasma noch in Fibrinogenlösungen eine Gerinnung hervor. 


Tabelle I. 


2 prom. Oxalatplasına ) 
vom chen Salat Zusatz | Gerinnung 








1. Tyrodeplasma 1 cem 1 Tropfen 5 proz. Ca Cl,- | nach 4 Stunden Ge- 
2. NaCl-Plasma 1 „ Lösung l rinnung 
A Tyrodeplasma 1 ,, Oxalatplasma 1 cem i 
; j l , Fibrinogen l „ | 3 ; 
5. NaCl-Plasma 1 ,, Oxalatplasma 1 „ ‚(keine Gerinnung 
6. ch E 2 Fibrinogen ) | 


Das Fibrinogen war Pferdefibrinogen, nach Hammarsten dargestellt 
mit 5,8 Proz. NaCl- und 7,5 Prom. Eiweißgehalt. 


Sämtliche oxalatfrei dialysierten Plasmaproben wurden nun zur 
Darstellung des Thrombins nach Alexander Schmidt mit der 20fachen 
Alkoholmenge ausgefällt. Das Präzipitat nach Abdunsten.des Alkohols 


1) Diese Zeitschr. 149, 374. 
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Tabelle II. 


A 9 prom. Oxalatplasına vom zZ s 
Hunde, oxalatfrei dialysiert usatz Gerinnung 


1. Tyrodeplasma 1 ccm | 1 Tropfen 5 proz. Ca Cl,- nach 24 Stunden ge- 








2. NaCi-Plasma 1l ,, Lösung ronnen 

3. Tyrodeplasma 1 „, bone Leem 

; ve L „ ibrinogen WEN l 

5. NaCl-Plaama 1 ,, Oxalatplasma 1 ,, keine Gerinnung 
2 WEN Fibrinogen I z 


Das Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle I. 
Tabelle III. 








1,5 prom. Oxelatplasma vom | Zusatz Gerinnung 


Hunde, oxalatfrei atfrei dialysiert 





. Tyrodeplasma 1 cem \ 1 Ee 5 proz. CaCl,-| nach 5 Min. geronnen 
. NaCl-Plasma 1 ,, p 8 jj 5 
. Tyrodeplasma 1 ,, Sn Leem 
E a Fibrinogen 1 aa 
` NaCl-Plasma 1 ,„  Oxelatplasma 1 ,. 
i l „ Fibrinogen E as 


Das Fibrinogen wurde aus Rinderplasma nach Morawitz dargestellt, 
es enthielt 2,1 Proz. NaCl und 1,5 Prom. Eiweiß. 


O G E bB et | 


| keine Gerinnung 


Tabelle IV. 





1. Tyrodeplasma 1 ccm l Tropfen 5 proz. CaCl,- | nach 24 Std. geronnen 


2.NaCl-Plasma 1 ,, 
i Tyrodeplasma 1 ,, Oxalatplasma 1 ccm 
L Fibrinogen WEN 
E Na Cl- Plasma l; Oxalatplasma 1 
6. l Fibrinogen l, 
1 1 
l 1 


Lösung TI 6 TE „ 


S Oxalatp 
S S SÉ Fibrinogen 
9. 0,9 proz. NaCl- | 
Lösung lccm . 
10. 0,9 proz. NaCl- 
Lösung lccm Fibrinogen KL a 


Das Fibrinogen stammte vom Pferde und war nach Hammarsten 
dargestellt, es enthielt 3,59 Proz. NaCl und 3 Prom. Eiweiß. 


| E Tyrodelösung ” keine Gerinnung 


Oxalatplasma 1 ,, 


in 0,9proz. kalkfreier NaCl-Lösung gelöst. Die Thrombinlösungen 
wurden 5proz. angesetzt und nach mehrstündigem Digerieren in den 
Versuch eingestellt. Als Kontrolle diente Thrombin aus oxalathaltigem, 
nicht dialysiertem Plasma. 

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle V. 

Diese Versuche ergaben nun eindeutig, daß das aus dem oralatfrei 
dialysierten Plasma nach Alexander Schmidt dargestellie Thrombin völlig 
wirksam ist. Es bringt sowohl Fibrinogen als auch Oxalatplasma zur 
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Tabelle V. 
gestellt aus SES | | Zusatz Gerinnung 

à Tabelle i leem. . | Fibrinogen Leem | nach 24 Std. geronnen 

Il b 2 
La n n Sr n n D H Lu 
Z 5 TL ..| S KS | l) SC 
= n VıI,„.. n L e e A „ e 
3 E e I 1 „ ..| Oxalatplaama lccm „n 4 Tagen klumpig 
GE z DI, š Li „ 48Std. x 
4 „ IIl, S l „ | 94 „ geronnen 
ö n IV 1 n | n L a n n ” 
= Tabelle I Leem, . | Fibrinogen 1l cem "nach 48 Std. geronnen 
= n Il, | n L a ` „12 e r 
ZE DI $ E: E B 
fei Wwı,..| te. 
E 3 = 1. 5...) Oxalatplasma Leem | „ 4 Tagen klumpig 
D Ce n II l en e œ n 1 n | n 48 Std. œ 
x e HEEL 5; ;% 2 Ms „ 24 „ geronnen 
Q N WI y e S et 7 E 

Kontrollen : 

> S ( Tabelle I Iccm.. | Fibrinogen 1 cem 
Z a EE "EE $ 
E E EE | , 1. | 

IV 1 B 9 | 
d g S I 1 R , . | Oxalatplasma Leem ` ‚keine Gerinnung 

S „ Hili, \ l < 

2 S E IIIl „ E bai 
Š E D IV U ted k n 1 n | 
Tyr | 





odelösung l cem. . . . | Fibrinogen Leem 








p i n IS Gerinnung 














n l,„ 
n La i | 
n | ee R R 
e l „p... . || Oxalatplasma l cem | 
S d d E Es keine Gerinnung 
n U ei 5 L -; 
La l m H n l n 
0,9 proz. Na Cl- sung PERA Fibrinogen Leem ` 
d n n „ l n n l P 
0,9 9 nm n 1 P P 1 n 
0,9 = Laa l 
GK S Ge | Oxalatplasma Leem | ‚keine Gerinnung 
0,9 n n n 1 n 1 m l N 
0,9 n Ld ” l n | m l 7 
0,9 n n n L. n d =. éi 


Fibrinogen und Plasma waren jedesmal dieselben wie in Tabellen I 
bis IV. 


Gerinnung. Dagegen fehlt dem aus dem oxalathaltigen Plasma mittels 
Alkoholfällung dargestellten Thrombin und ebenso dem dialysierten 
Plasma jede Fähigkeit, die Gerinnung in Fibrinogenlösungen und im 
Oxalatplasma auszulösen. 

Diese Ergebnisse stehen nun mit der Fermentlehre im Widerspruch. 
Nach dieser Lehre darf im Oxalatplasma überhaupt kein Thrombin 
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enthalten sein. Nachdem es uns aber nun gelungen ist, aus dialysiertem 
Oxalatplasma unter strengster Vermeidung jeder Kalkzufuhr wirksames 
Thrombin nach Alexander Schmidt darzustellen, ist es unseres Erachtens 
die einleuchtendste Erklärung für diese Versuchsergebnisse, daß das 
Thrombin Alexander Schmidis ein Kunstprodukt ist. Wir sehen in 
diesen Untersuchungen eine weitere experimentelle Stütze dieser von 
uns schon früher vertretenen Anschauung und einen weiteren Beweis 
dafür, daß Serum- und Thrombinwirkung gar nichts miteinander zu tun 
haben. 

Die gerinnungsauslösende Wirkung des Serums ist von der des 
Alexander Schmidtschen Thrombins wesensverschieden. Letzteres besitzt 
keine biologische Bedeutung. Unsere Untersuchungen widersprechen 
auch den Anschauungen der Fermentlehre von der Bildung des 
Thrombins und ergänzen unsere Ansicht bezüglich der Rolle des Kalkes 
beim Gerinnungsprozeß. 


Zusammenfassung. 


Im Oxalatplasma läßt sich nach Entfernung des Oxalatzusatzes 
wirksames Thrombin nach Alexander Schmidt nachweisen. Damit ist 
die artifizielle Natur des Thrombins und die prinzipielle Verschiedenheit 
seines Wirkungsmechanismus von dem des nativen Serums erwiesen. 


Eine einfache klinische Methode zur Bestimmung kleiner 
Kaliummengen im Blutserum und anderen Flüssigkeiten!). 


Von 
Ferdinand Lebermann. 


(Aus dem Laboratorium der Universitäts-Augenklinik Würzburg.) 
(Eingegangen am 13. Juli 1924.) 


Bei der Analyse der Kationen des Blutserums hat gerade die 
Mikro-Kaliumbestimmung, die für viele klinische Fragestellungen 
Interesse besitzt, lange besondere Schwierigkeiten gemacht, da ein 
rasch durchzuführendes, technisch einfaches und billiges Verfahren nicht 
vorhanden war, vielmehr alle einschlägigen Methoden sich für klinische 
Zwecke wenig eigneten. Als die brauchbarste und relativ einfachste 
Methode hat sich jetzt die Mikro-Kaliumbestimmung nach Kramer- 
Tisdall’) immer mehr eingebürgert, um so eher, als sie auch eine ganz 
befriedigende Genauigkeit besitzt. Ihr Prinzip ist, das Kalium des 
Blutserums als Kaliumkobaltnitrit K,Co(NO,), zu fällen und den aus- 
gewaschenen Niederschlag oxydimetrisch zu bestimmen (mit nl 
Kaliumpermanganat- gegen n/100 Natriumoxalatlösung). Die ganze 
Reaktion ist in einem graduierten Zentrifugenglas durchzuführen. 
Doch haften auch diesem auf den ersten Blick recht einfach scheinenden 
Verfahren gewisse Mängel an. Vor allem benötigt es ziemlich teurer 
Apparate, wie Mikrobüretten und graduierter Zentrifugengläser; es 
fällt das um so mehr ins Gewicht, als diese relativ kostspieligen gra- 
duierten Zentrifugengläser dabei leicht zugrunde gehen, denn beim 
Hineinstellen in ein kochendes Wasserbad, wie es die Originalvorschrift 
nach Kramer-Tisdall erheischt, kann das angeritzte Glas den ent- 
stehenden Spannungen viel weniger standhalten als ein gewöhnliches 
Zentrifugenglas, und ein Zerspringen ist dabei ziemlich häufig. Die 





enee 


1) Eine kurze vorläufige Mitteilung erschien bereits in der Klinischen 
Wochenschrift. 
2) Kramer-Tisdall, Journ. of biol. Chem. 46, 339, 1921. 
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obere Grenze der Bestimmbarkeit erreicht das Verfahren bei 0,6 mg 
Kalium, aus dem banalen Grunde, daß die Zentrifugengläser darüber 
hinaus die bei der Titration zu verbrauchenden Flüssigkeitsmengen 
nicht mehr aufnehmen können. Fernerhin sind die dünnen Permanganat- 
lösungen, die hier zur Titration verwendet werden, nur ganz kurze 
Zeit haltbar, sie müssen deshalb vor jedem Versuch neu bereitet und 
ihr Titer ermittelt und in Rechnung gestellt werden, ein immerhin 
als zeitraubend ins Gewicht fallender Umstand. Schließlich ist es 
ein bei allen Oxydimetrien mit so stark verdünnten Lösungen zu be- 
klagender Übelstand, daß der das Ende der Reaktion anzeigende 
Farbenumschlag von farblos zu rosarot nicht scharf genug erscheint 
und darunter die Ermittlung des richtigen Ergebnisses Schaden leidet. 

Doch wäre es ungerecht, in Abrede zu stellen, daß trotz alledem 
das Verfahren, wie auch die folgenden Tabellen zeigen sollen, recht 
brauchbare Resultate ergibt. Ferner scheint die Methode, obgleich 
sie ursprünglich nur für das Blutserum ausgearbeitet ist, sich auch 
für die Kaliumbestimmung in anderen Körperflüssigkeiten, wie Urin, 
Gilaskörperflüssigkeit und Exsudaten, ganz gut zu eignen, wie die 
unten folgenden Versuche dartun sollen. 

Da es mir indes wünschenswert erschien, eine Mikro-Kalium- 
bestimmungsmethode zu besitzen, die bei Vermeidung der oben er- 
wähnten Nachteile mit ungefähr der gleichen Genauigkeit arbeitet, 
wie die Kramer-Tisdallsche, und dabei technisch leichter auszuführen 
ist, habe ich versucht, die Oxydimetrie durch eine einfache kolori- 
metrische Kaliumbestimmung zu ersetzen. Durch das Entgegen- 
kommen des Herrn Geh. Rat Prof. Dr. Wessely!) war es mir möglich, 
diese Untersuchungen in dem Laboratorium der Universitätsaugenklinik 
in Würzburg durchzuführen. Auch Herrn Prof. Dr. Weinland bin ich 
für Unterstützung bei Ausführung der Arbeiten zu großem Dank 
verpflichtet. | 

Das Prinzip der neuen Methode ist folgendes: Der in ganz ähnlicher 
Weise wie bei der Kramer-Tisdallschen Bestimmung gewonnene Kalium- 
kobaltnitritniederschlag wird in starker Salzsäure gelöst. Man erhält 
dabei je nach der in der Lösung befindlichen Menge Kalium grüne bis 
grünblaue Flüssigkeiten, die sich nach einiger Übung recht leicht 
kolorimetrisch bestimmen lassen. 

Im einzelnen gestaltet sich die Durchführung des Verfahrens 
folgendermaßen: 


1) Von Herrn Geheimrat Wessely mit der mikroanalytischen Unter- 
suchung an Augenflüssigkeiten beauftragt, habe ich zunächst in Vor- 
untersuchungen die einschlägigen Methoden auch in anderen Flüssigkeiten, 
vor allem dem Blutserum, erprobt und kam dadurch auf die hier besprochene 
Frage. 
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Das zu der Fällung nötige Kobaltnitritreagens wird genau nach der 
Originalvorschrift von Kramer-Tisdall hergestellt: Lösung 1: 25 g Kobalt- 
nitratkristalle werden in 50 ccm destilliertem Wasser gelöst und zu der 
Lösung werden 12,5 ccm Eisessig zugefügt. Lösung 2: 120g Natrium- 
nitrit (in Stangen) werden in 180 ccm destillierten Wassers eventuell unter 
gelindem Erwärmen gelöst. Nach vollständigem Erkalten gibt man 210 eem 
von Lösung 2 zur ganzen Lösung 1. Es entwickeln sich dabei massenhaft 
Stickoxyddämpfe; man leitet bis zu deren vollständiger Entfernung mittels 
der Wasserstrahlpumpe 2 bis 3 Stunden lang Luft durch die Lösung in 
mäßigem Strome. Das so hergestellte Reagens ist, im Eisschranke auf- 
bewahrt, etwa 1 Monat haltbar. Es ist vor jedesmaligem Gebrauch zu 
filtrieren. Die dazu, sowie zu der Fällung benutzten Glasgefäße sind stets 
sorgfältig zu reinigen. 

Zu der eigentlichen kolorimetrischen Bestimmung hat man sich 
zunächst eine Vergleichsfarbenskala zu bereiten. Dazu verfährt man 
folgendermaßen: Von einer Stammlösung reinsten Kaliumchlorids, 
die in 1 ccm 1,0 mg Kalium enthält (1,9069 g KCl auf 1 Liter Wasser), 
stellt man sich 15 verschiedene Verdünnungen her, die in je Leem 
Mengen zwischen 0,025 und 0,5mg Kalium enthalten, und zwar in 
Abstufungen zu jeweils 0,025 mg Kalium in Leem bis zu 0.25 mg 
Kalium in 1l ccm, von da ab aufwärts nur in Abstufungen zu je 0,05 mg 
Kalium in 1 ccm. Also z. B. Lösung 1: 1 cem = 0,025 mg K; Lösung 2: 
lccm = 0,05 mg K; Lösung 3: 1 ccm = 0,075 mg K usw. bis Lösung 10: 
L ccm = 0,25 mg K; Lösung 11: I ccm = 0,3 mg K; Lösung 12: Leem 
= 0,35 mg K usw. bis Lösung 15: 1 ccm = 0,5 mg K. 

Die Fällung und Bestimmung des Kaliums selbst geschieht dann 
auf folgende Weise: Je l ccm der obigen Lösungen wird in einem 
gewöhnlichen Zentrifugenglas tropfenweise mit dem Kobaltnitrit- 
reagens (s. oben) versetzt, man nimmt von diesem auf je 0,1 mg Kalium 
etwa Leem. Nach mehrmaligem Umschütteln läßt man die Zentri- 
fugengläser ungefähr eine Stunde lang stehen, gibt dann bei Mengen 
unter 0,25 mg Kalium noch 1 bis 2ccm Wasser zu und zentrifugiert 
mindestens eine halbe Stunde lang bei mittlerer Umdrehungsgeschwin- 
digkeit (etwa 500 Touren). Dann saugt man mittels Stechheber die 
braunrote Flüssigkeit über dem schön am Boden sitzenden gelben 
Niederschlag ab, vorsichtig, ohne diesen aufzurühren. Man läßt nun, 
je nach der Menge des gefällten Kaliums, 3 bis 10 ccm Wasser an den 
Wänden des Glases hineinlaufen und zentrifugiert abermals 5 bis 
10 Minuten lang, um den Niederschlag auszuwaschen, saugt wieder 
in gleicher Weise ab und wiederholt dieses Waschen so lange, bis die 
überstehende Flüssigkeit vollständig farblos ist; meist genügt dazu ein 
dreimaliges Erneuern des Wassers. Die letzte klare Waschflüssigkeit 
saugt man wiederum so weit als möglich ab und beseitigt den Rest 
der Flüssigkeit dadurch, daß man die Zentrifugengläser mit dem Nieder- 
schlag, am besten in ein kleines Sandbad (Becherglas mit Seesand) 
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eingebaut, im Trockenschrank bei 100° 2 bis 3 Stunden stehen läßt 
bis zum völligen Eintrocknen (nicht langer l. Der trockene Nieder- 
schlag wird nach Erkalten in nicht ganz 5 ccm 27 proz. Salzsäure gelöst!) 
und die vollständige Auflösung durch gelindes Erwärmen des Zentri- 
fugenglases in der Bunsenflamme beschleunigt. 


Alsdann füllt man die farbigen Lösungen aus den Zentrifugen- 
gläsern in etikettierte enge Kolorimeterröhrchen (lichter Durchmesser 
15 mm, mit drei Marken bei 5, 10 und l5cem, flachem Boden und 
Ausguß, zu beziehen von der Firma Franz Hoepfner, Nürnberg) ein, 
wäscht die Zentrifugengläser mit ganz wenig Salzsäure nach, die man 
ebenfalls in die Kolorimeterröhrchen übergießt, so daß diese dann 
genau bis zur untersten Marke (5ccm) gefüllt sind. Man erhält so 15 
in ihrer Farbenintensität deutlich voneinander zu unterscheidende 
Lösungen in Abstufungen zu je 0,025 bzw. von 0,25mg K an in Ab- 
stufungen zu je 0,05 mg K?) in aufsteigender Farbenintensität von 
Hellgrün bis zu Grünblau. Die Farbenunterschiede sind besonders 
deutlich auf weißer Unterlage (Glanzpapier unter Glasscheibe; weiß 
gestrichene Gestelle für die Kolorimeterröhrchen) und besser als beim 
Blick von der Seite beim Blick von oben durch die Röhrchen. Letztere 
sind, so lange sie nicht zum Vergleich gebraucht werden, verschlossen 
zu halten. Da die farbigen Lösungen sowohl in ihrer Intensität, als 
auch in ihrer Farbentönung nicht längere Zeit haltbar sind, ist diese 
Skala mindestens allwöchentlich zu erneuern. 


Die Bestimmung unbekannter Kaliummengen geschieht nun 
einfach dadurch, daß man nach Fällung, Auswaschen und Lösung des 
Kaliumkobaltnitritniederschlages in der oben beschriebenen Weise die 
erhaltene salzsaure Lösung ebenfalls in einem derartigen Kolorimeter- 
röhrchen auf 5 ccm aufgefüllt, in die Skala einzuordnen sucht. Manch- 
mal, doch selten, muß man bei minimalen Differenzen im Farbenton 
lediglich die Helligkeitsunterschiede zur Beurteilung heranziehen, was 
nach einiger Übung auch leicht gelingt. Hat man Kaliummengen über 
0,5 mg zu ermitteln, dann kann selbstverständlich nur ein aliquoter 
Teil der Lösung, auf Beem aufgefüllt, zur Bestimmung kommen. 


11 Hierbei wird das dreiwertige Kobalt des Kobaltkaliumnitritnieder- 
schlages zweiwertig unter Bildung von Kobaltchlorür, CoCl,, welches sich in 
starker Salzsäure grünblau bis blau färbt. Die anderen Umsetzungsprodukte 
sind für unsere Bestimmung ohne Interesse. 

2) Die ganze Skala sieht dann folgendermaßen aus: 


Röhrchen 1 2 3 4 5 6 7 8 
mg K 0,025 0,05 0,075 0,1 0,125 0,15 0,175 0,2 
Röhrchen 9 10 11 12 13 14 15 
mg K 0,225 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 


in je Beem Flüssigkeit (27 proz. Salzsäure). 
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Es empfieblt sich durchaus, diese kolorimetrischen Bestimmungen 
so oft als möglich auch durch andere Beobachter kontrollieren zu lassen 
und aus den verschiedenen Bestimmungen die jeweiligen Mittelwerte 
zu entnehmen. Das wurde auch bei den vorliegenden Untersuchungen 
gemacht. Über die Resultate gibt Tabelle I Auskunft. Es ist also die 
Genauigkeit für Werte unter 0,25 mg Kalium 0,025 mg Kalium, für 
Werte von 0,25 bis 0,5 mg Kalium etwa 0,05 mg Kalium. Nur bei 
größerer Übung kann es gelingen, diese Empfindlichkeit durch Schätzen 
von Mengen zwischen zwei Farbenstufen noch auf !/,, bzw. für größere 
Mengen auf !/,,mg Kalium zu erhöhen, womit aber auch für das Ver- 
fahren in der vorliegenden Form die äußerste Genauigkeitsgrenze 
erreicht ist. 


Für diese kolorimetrischen Bestimmungen läßt sich natürlich auch 
ein Kolorimeter verwenden, z. B. der Apparat nach Dubosq, der mir 
zu diesem Zwecke von Herrn Prof. Dr. Weinland aus dem Labora- 
torium für Angewandte Chemie in liebenswürdigster Weise zur Ver- 
fügung gestellt wurde. Man nimmt für die hier in Frage kommenden 
Mengen am besten auch Lösungen von Beem Volumen und wählt die 
Standardlösung, falls möglich, zweckmäßig von ungefähr dem gleichen 
Kaliumgehalt, der in der zu untersuchenden unbekannten Lösung zu 
erwarten ist. 


Es darf dabei nicht verschwiegen werden, daß die Bestimmung 
mit dem Kolorimeter nach Dubosq nicht sehr einfach ist, wofern man 
es nicht durch einige Übung gelernt hat, von kleinen Farbenunter- 
schieden zu abstrahieren und die beiden Felder nur nach ihrem Helig- 
keitswert einzustellen. Dies wird wesentlich erleichtert durch Darunter- 
halten der dem Instrument beigegebenen farbigen Glasscheiben, die 
man sich in jedem einzelnen Falle durch Ausprobieren heraus- 
zusuchen hat. 


Die Metallteile des Kolorimeters sind selbstverständlich vor Salz- 
säuredämpfen sorgfältigst zu schützen und nach jedem Gebrauch gut 
zu reinigen und zu trocknen, die Lösungen dürfen aus diesem Grunde 
auch nicht längere Zeit darin stehen bleiben, die Standardlösung ist 
jeweils neu zu bereiten. Die einzelnen Bestimmungen sind deswegen 
auch möglichst rasch durchzuführen. 

Die Tabelle I gibt eine kurze Übersicht über die Ergebnisse der 
angewandten Methoden. Sie wurde so gewonnen, daß bekannte Mengen 
Kalium in Kaliumchloridlösungen (s. oben) sowohl nach Kramer- 
Tisdall als auch nach den beiden eben beschriebenen kolorimetrischen 
Methoden bestimmt und die Fehler beider Verfahren, in Prozente 
umgerechnet, einander gegenübergestellt wurden. Für jede der beiden 
kolorimetrischen Bestimmungsmethoden wurden jeweils besondere 
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Analysen angesetzt, d. h. die Lösungen der Genauigkeit halber nicht 
aus dem Röhrchen in das Kolorimetergefäß umgegossen und um- 
gekehrt. Aus den einzelnen Fehlern wurden dann jeweils die Mittel- 
werte, d. h die Durchschnittsfehler berechnet. 


Tabelle I. 
Kaliumbestimmungen in Kaliumchloridlösungen. 































|| Zugesetzte Kolorimetrisch bestimmte Menge Kalium Nach 
Nr Menge Mit | Mit Kolorimeter eg Fehler 
"|| Kalium |jRöhrchenskala) Febler || nach Dudosg | Febler || Menge Kalium 
mg K | mg K Proz. mg K S Proz. 
+ 0 | —ı2 | 00202 |+48 
Ło | + 2 0,0497 |— 2,6 
+0 | 006 13 | 0,073 — 26 
+0 OU +10 0,09088 |—92 
F 16,6 0,132 |—12 0,151 — 0,66 
— Lé 0,176 |+ 0,57 0,175 +0 
+0 016 | — 0,202 Séi 
F8 0,297 Lk) 0,292 — 2,6 
+0 0,328 i— 63 | 0326 — 715 
— 55 0,417 — 7,3 0,493 + 9,55 
L 0 0,486 — 2861 0,511 +22 
+4 0579 |— 35 | ëm |—07 
—14 0,694 — 0,86 = = 
L 0 | 0873 — e = 
Z 25 1,2 |+ 2 2a Zeg 


Durchschnittefehler . . |— 0,46 || I— 2,33 | | — 0,66 


Durchschnittsfehler der kolorimetrischen 
Bestimmung überhaupt ....... — 1,395 Proz. 


Die Tabelle zeigt, daß die durchschnittlichen Fehler beider Methoden 
recht wenig differieren: die kolorimetrische Methode gibt durch- 
schnittlich nur um 0,8 Proz geringere Werte als die Kramer-Tisdallsche. 
Das Resultat befriedigt angesichts der Tatsache, daß es sich ja aus- 
schließlich um Werte unter 1,0 mg handelt. Daß in beiden Fällen auch ` 
hier und da einmal ein etwas größerer Fehler unterlaufen ist, ist doch 
wohl nur auf die bei derartigen Serienanalysen schwer zu vermeidenden 
Versuchsfehler zurückzuführen und nicht Schuld der Methode als 
solcher. Dafür spricht auch, daß die Fehler das eine Mal positiv, das 
andere Mal wieder negativ ausgefallen sind. 

Welcher von den beiden kolorimetrischen Methoden man den 
Vorzug geben soll, ist schwer zu entscheiden, obwohl der Durchschnitts- 
fehler bei der Bestimmung mit der Röhrchenskala kleiner ist als bei 
der Bestimmung mit dem Dwubosgschen Kolorimeter. Es rührt dies 
eben daher, daß beiersterem Verfahren die Auswahl auf nur 15 Röhrchen, 
unter denen man eben viel leichter das richtige aussuchen kann, be- 
schränkt ist. Andererseits sind die Einzelfehler aber auch in diesem 
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Falle viel größer als bei der Bestimmung mit dem Kolorimeter 
nach Dubosg, welches eine feinere Abstufung der Farbenintensität 
zuläßt. 


Der Hauptvorteil der kolorimetrischen Methode gegenüber der Kramer- 
Tisdallschen ist mithin ihre technisch wesentlich leichtere Durchführ- 
barkeit ber ungefähr gleicher Genauigkeit. 

Ich verwandte das kolorimetrische Verfahren alsdann zur Kalium- 
bestimmung im Blutserum, sowohl von Menschen, als auch von Tieren, 
stets die Ergebnisse vergleichend mit denen der Kramer-Tisdallschen 
Methode. Das Blutserum wurde durch einfaches Stehenlassen des 
entnommenen Blutes oder durch Zentrifugieren gewonnen. Auf das 
Auffangen des Blutes unter Paraffin wurde verzichtet, teils aus äußeren 
Gründen, teils weil es sich ja vorläufig nicht um Ermittlung des abso- 
luten Kaliumgehaltes des Serums, sondern nur um die Ausarbeitung 
und Prüfung der Methodik handeln sollte, und es daher nicht schaden 
konnte, wenn in beiden Fällen der gleiche Fehler begangen wurde. 
Daraus erklären sich auch die untereinander etwas schwankenden 
Werte. Das Serum stammte teils von normalen Versuchspersonen, 
teils von verschiedenen Patienten der medizinischen Poliklinik. 


Die Ergebnisse sind folgende: 








Tabelle II. 
Kaliumbestimmungen im Blutserum. 
| Kolorimetrisch Bei Differenz!) beider 
Nr. Material menge |, Destimmie Mengs bestimmte Menge | Bestimmungen 
um 
nun a en 

l 1 |Menschonserum o R?) 0,2375 0,249 | — 5,06 

2 E 1 0,25 0,41 + 3,73 

3 l) | 1 R 0,25 0,257 — 28 

4 S 1 D?) 0,226 0,226 +0 

5 E 1 D 0,229 0,227 + 0,882 
6 , 1 D 0243 ; 024 + 0,82 

7 , ı | D 0215 0,221 — 2,78 

8 R 1 D 0,246 0,244 + 0,81 
d l 1 D 0214 0,227 — 6,07 

10 | Rinderserum | 1 D 0,238 0,2414 — 1,26 
11 | 8 | D 0,246 0,249 — 1,2 
ER S | 1 D 0,243 0,244 — 0,41 





Durchschnittliche Differenz beider Bestimmungen . .. — 1,11 

1) Bei Berechnung dieser Differenz wurde als Ausgangswert stets der 
kolorimetrisch bestimmte zugrunde gelegt. Daraus erklären sich die 
wechselnden, teils positiven, teils negativen Vorzeichen. 

23) R = Kolorimetrische Bestimmung mit Röhrchenskala. D = Kolori- 
metrische Bestimmung mit Kolorimeter nach Dubosq. 
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Die Zusammenstellung zeigt, daß die kolorimetrische Methode 
durchschnittlich nur um 1,11 Proz. niedrigere Werte liefert als die 
Kramer-Tisdallsche, wobei die einzelnen Differenzen wiederum sowohl 
positiv als auch negativ ausgefallen sind; der größte sich dabei er- 
gebende Unterschied war ein solcher von 6,07 Proz., d. h. in diesem 
speziellen Falle von 0,013 mg Kalium in Leem Blutserum. Ob die 
kolorimetrische Bestimmung mit Hilfe der Röhrchenskala oder mit 
dem Kolorimeter nach Dubosq den Vorzug verdient, läßt sich auch 
hieraus nicht deutlich erkennen. Weil letztere, wie schon erwähnt, 
zweifellos eine feinere Abstufung ermöglicht, wurde sie von mir auch 
öfter angewandt als die erstere, doch haften ihr die oben bereits gerügten 
Mängel an. Zu den beiden Bestimmungen wurden natürlich verschiedene 
Proben der einzelnen Sera verwendet. 

Zum Schluß habe ich auch noch einige andere menschliche und 
tierische Körperflüssigkeiten untersucht, so Glaskörperflüssigkeit von 
Rinderaugen, menschlichen Urin und ein Pleuraexsudat. Die Glas- 
körperflüssigkeit wurde dadurch gewonnen, daß aus den festgefrorenen 
Rinderaugen — auf einer Kältemischung aus zerkleinertem Kunsteis 
und Kochsalz — der Glaskörper als Ganzes herausgeschält wurde, 
um auf einem aschefreien Papierfilter aufgetaut zu werden, so daß sich 
die vollkommen klare Flüssigkeit in das darunter befindliche Gläschen 
ergoß. Auch das Pleursexsudat mußte vor der Verarbeitung filtriert 
werden. 

Da menschlicher Urin bekanntlich große Mengen Kalium enthält — 
meist über 3,0 mg in 1 ccm —, so konnte hiervon wegen des geringen 
Fassungsvermögens der Zentrifugengläser (s. oben) nicht wie bei den 
anderen in Frage stehenden Flüssigkeiten 1 cem ganz zur Bestimmung 
kommen, sondern nur ein Bruchteil davon auf einmal untersucht 
werden, und zwar wurden für die kolorimetrische Bestimmung 1/ ccm — 
unter später Aufteilung der salzsauren Lösung des Kaliumkobalt- 
nitritniederschlages in drei Teile (s. oben) —, für die Bestimmung nach 
Kramer-Tisdall nur 0,1 ccm (mit Mikropipette abgemessen) verarbeitet. 
Die so erhaltenen Werte wurden dann jeweils für die tabellarische 
Zusammenstellung aus Gründen der besseren Übersicht auf Leem 
Flüssigkeit umgerechnet und nur so angegeben. 

Die meisten dieser kolorimetrischen Bestimmungen wurden 
wiederum aus den oben angegebenen Gründen mit dem Kolorimeter 
nach Dubosq ausgeführt und nur einige wenige mit der Röhrchenskala. 

Die Ergebnisse dieser Versuche veranschaulicht Tabelle III. 

Bei diesen Versuchen lieferte also die kolorimetrische Bestimmung 
Werte, die sich im Durchschnitt bis auf einen verschwindend kleinen 
Unterschied (0,076 Proz.) mit den bei der Kramer-Tisdallschen Be- 
stimmung erhaltenen deckten. Es ist dies um so erfreulicher, als die 
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Tabelle III. 
Kaliumbestimmungen in anderen menschlichen und tierischen Flüssigkeiten. 















Kolorimetrisch Differenz!) beider 
Nr. Material Menge | -bestimmte Menge Bestimmungen 
1 || Rinderglaskörper | 1 R?) 0,1125 0,10738 | +418 
2 | 3 | R 0,125 0,1232 + Lë 
3 || l 1 R 0,1375 0,1204 + 12,3 
4 | R 1 D?) 0,121 0,1204 + 0, 
6 | N | 1 D 0108 0,1197 — 98 
6 S v H D 0,119 0,1280 — 715 
7 | Menschenurin 1?) D 3,06 2,97 + 2% 
8 | E Ly D 29 2,89 + 2,69 
9 S l | D 2,78 2,85 — 25l 
10 | Pleuraexsudat|| 1 D 0,128 0,135 — 5,47 
Durchschnittliche Differenz beider Bestimmungen .. .| — 0,076 


Kramer-Tisdallsche Methode eigentlich, wie schon oben erwähnt, nur 
für die Kaliumbestimmung im Blutserum bestimmt ist, nach den vor- 
liegenden Ergebnissen sich aber auch für andere Flüssigkeiten zu 
eignen scheint. Zuzugeben ist allerdings, daß durch die Errechnung 
einer durchschnittlichen Differenz, wie sie in den Tabellen durch- 
geführt wurde, größere Einzelfehler, wie z. B. ein Unterschied beider 
Methoden um 12 Proz. in einem der Versuche (Nr. 3) verwischt werden, 
was indes an dem Gesamtergebnis als solchem wenig ändert. Auch 
hier lieferte die kolorimetrische Bestimmung teils höhere, teils niedrigere 
Werte als die Analyse nach Kramer-Tisdall. Ferner zeigte sich dabei, 
daß auch kaliumreichere Flüssigkeiten, wie Urin, dieser Untersuchung 
recht wohl zugänglich sind. Auffällig ist, daß sowohl nach dieser, 
wie auch nach der vorigen Tabelle die Kramer-Tisdallsche Kalium- 
bestimmung jedesmal etwas höhere Durchschnittswerte liefert als die 
kolorimetrische Methode; vielleicht hängt dies mit den eingangs er- 
wähnten, unvermeidbaren Ungenauigkeiten bei der Permanganst- 
titration zusammen. 


Zusammenfassung. 


Man kann kleine Kaliummengen in Flüssigkeiten kolorimetrisch 
bestimmen durch Fällen des Kaliums als Kaltumkobalinitrit und Auf- 
lösen des ausgewaschenen und trockenen Niederschlages in starker Salz- 


1) Bei Berechnung dieser Differenz wurde als Ausgangspunkt stets 
der kolorimetrisch bestimmte Wert zugrunde gelegt. Daraus erklären sich 
die wechselnden, teils positiven, teils negativen Vorzeichen. 

2) R = Kolorimetrische Bestimmung mit Röhrchenskala. D = Kolori- 
metrische Bestimmung mit Kolorimeter nach Dubosq. 

3) Vgl. dazu das oben im Text Gesagte. 
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säure. Die Bestimmung kann sowohl mit Hilfe einer eigens dazu her- 
gestellten Röhrchenskala als auch im Kolorimeter nach Dubosq vorgenommen 
werden. Die Ergebnisse stimmen bei allen untersuchten Flüssigkeiten 
in befriedigender Weise mit denen des Kramer-Tisdallschen Verfahrens 
überein. Die Bestimmung ist nicht nur für Blutserum, sondern auch für 
andere menschliche und tierische Körperflüssigkeiten brauchbar. Sie ist 
technisch wesentlich einfacher als die Kramer-Tisdallsche Methode. 

Es wird Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, das Verfahren 
mit Hilfe kleinerer, eigens dazu herzustellender Glasgefäße noch weiter 
zu verfeinern und seine Empfindlichkeit zu steigern, und es insbesondere 
für Kaliumbestimmungen in den Augenflüssigkeiten des Menschen 
und kleinerer Tiere brauchbar zu machen, d. h. es auch Flüssigkeits- 
mengen unter (heem anzupassen. 


Nachtrag. 

Anschließend an die ausführliche Beschreibung der neuen Kalium- 
bestimmungsmethode möchte ich nun noch in wenigen Worten eine 
Verfeinerung des Verfahrens schildern. Um das Prinzip in aller Kürze 
zu rekapitulieren: Das Kalium wird in der zu untersuchenden Flüssigkeit 
als Kaliumkobaltnitrit in Zentrifugengläsern gefällt, der ausgewaschene 
und getrocknete Niederschlag in 27proz. Salzsäure gelöst und die blau- 
grüne Lösung kolorimetrisch bestimmt. Die Genauigkeit des Ver- 
fahrens, das sich bisher nur für Mengen von 0,5 mg Kalium an aufwärts 
eignete, habe ich nun noch zu steigern versucht, um auch allerkleinste 
Mengen von Blutserum und Augenflüssigkeiten auf ihren Kaliumgehalt 
prüfen zu können. 

Die Kaliumfällung mit dem Kobaltnitritreagens geschieht in 
analoger Weise wie bei der bisherigen Bestimmung (je 1 ccm Reagens 
für 0.1 mg Kalium), jedoch in besonders dazu angefertigten kleinen 
Zentrifugengläsern, die ziemlich lang und eng ausgezogen sind, aber 
noch stumpf endigen. Der gut abzentrifugierte Niederschlag wird 
dreimal mit je 1 bis 2 ccm Wasser ausgewaschen. Die Bestimmung wird 
in besonderen kleinen Kolorimeterröhrchen mit einem lichten Durch- 
messer von 9 mm vorgenommen, die Beem Flüssigkeit fassen und mit 
Marken im Abstand von L:1 cm versehen sind (zu beziehen von der 
Firma Höpfner, Nürnberg). 

Die größte dabei zur Bestimmung kommende Kaliummenge soll 
0.1 mg Kalium nicht übersteigen. Deshalb geschieht auch die Auf- 
lösung des Niederschlags in nur 1] ccm 27proz. Salzsäure. 

Zu der Bestimmung selbst hat man sich in analoger Weise eine 
Vergleichsfarbenskala herzustellen, die Standardlösungen von 0,005 
bis 0.1 mg Kalium in Abstufungen zu je 0,01 oder 0,005 mg K enthält. 
Im letzteren Falle kann man zur Not noch Differenzen von 0,0025 mg K 
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durch Schätzung ermitteln. Im übrigen gilt sinngemäß alles in der oben 

zitierten Arbeit über die Bestimmung größerer Kaliummengen Gesagte. 
Tabelle IV veranschaulicht die Ergebnisse mehrerer Analysen in 

Kaliumchloridlösungen von genau bekanntem Kaliumgehalt. 


Tabelle IV. 
Kaliumbestimmung in Kaliumchloridlösungen. 














Se Flüssigkeitamenge wal Menge Kleng E E Fehler 
| com ` mg K mg K Proz. l 
1 0,2 0,005 0,005 + 0 
2 0,4 0,01 0,01 + 0 
3 0,8 0,02 0,015 — 25 
4 1,0 0,025 0,025 + 0 
5 0,7 0,035 0,035 + 0 
6 0,8 0.04 0.045 | + 125 
7 0,9 0,045 0,045 + 0 
8 0,55 0,055 0,0525 |I — 65 
9 0,6 0,06 0,065 + 83 
10 0,65 0,065 0,065 + 0 
11 0,7 0,07 0,07 +0 
12 0,8 0,08 0,085 + 62 
13 0,85 . 0,085 0, — 58 
14 09 0,09 | 0.0875 — 28 
15 1,0 0,1 | 0,1 +0 
Durchschnittlicher Fehler. . .| — 0,77 


Der Durchschnittsfehler (0,77 Proz.) ist allerdings außerordentlich 
klein, dafür sind begreiflicherweise die Einzelfehler ziemlich bedeutend 
(in einem Falle 25 Proz.), doch angesichts der winzigen Ausgangsmengen 
und der geringen Auswahl in der Abstufung der Farbenskala wohl 
verständlich. 

Tabelle V. 
Kaliumbestimmung im menschlichen Blutserum. 


DE Sn Syn u nenn Sn ne nn ee a une nn nn a en er a Se an ne PL Lu Se a araa ee agg, 
In 1 ccm Blutserum gefundene Menge Kalium Größte 
bei einer Ausgangsmenge Serum von Differenz der 











Material AU 
SS “> i 0,25 ccm = 10cm!) !| drei Werte 
| ek | mK Proz. 
— 
Y T Semmi | o8% ` oxu | o% 4 
2 >» H >` 02 0,2 0.22 9,1 
3 - II ° 02 0,2 0,21 91 
4i DN | 02 | 021 0.21 48 
5 | ~ y | 0225 | 04 | 0.23 62 
6 wt Lk 02 02 o2 l œ 
7 - VI | 08 wäi | 0% 4 
8 ” VIO 0.225 0,2 0,22 11,1 
9 ” IX | 0,3 0,26 CH 16.6 
0 | > X 025 of | 023 8 
Durchschnittliche Differenz. . .| 6,29 


1) Bestimmung mittels Kolorimeter nach Dubosq. 
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Eine weitere Versuchsserie beschäftigt sich mit Kaliumbestimmungen 
in menschlichem Blutserum, die so durchgeführt wurden, daß von jedem 
der zu untersuchenden Sera je 0,1 und 0,25 cem mittels Röhrchenskala 
und zur Kontrolle je 1 ccm mit dem Kolorimeter nach Dubosg auf ihren 
Kaliumgehalt geprüft wurden. Die Ergebnisse, sämtlich auf je Leem 
Flüssigkeit umgerechnet, stellt die Tabelle V einander gegenüber, in 
der gleichzeitig auch jeweils die größte Differenz der drei Bestimmungen 
prozentual errechnet wurde. 

Die einzelnen Differenzen sind auch hier zum Teilrecht beträchtliche, 
doch glaube ich in der Tabelle gezeigt zu haben, daß man zur Not auch 
in nur 0.1 eem, d. h. 2 Tropfen Serum — Mikropipette! —, den Kalium- 
gehalt mit noch befriedigender Genauigkeit quantitativ bestimmen kann. 





Berichtigung | 
zu der Arbeit von P. Hári, „Betrachtungen über das Entstehen der fieber- 
haft gesteigerten Körpertempersatur‘‘, diese Zeitschr. 149, 455, 1924: 
In der Anmerkung 1, die auf eine Arbeit von Z. Aszódi verweist, 


ist vom Korrektor versehentlich als Literaturstelle diese Zeitschr. 146, 
343, 1924 angegeben worden. 


In Wirklichkeit muß es heißen: ‚„Verwiesen sei auf eine Arbeit 
von Aszódi, die demnächst erscheinen wird.“ 


Berichtigung. 


In der Mitteilung von Wm.O. Moor, diese Zeitschr. 149, 583, 1924, 
muß es heißen; 


Zeile 12 statt gemeinem: ‚nativem“ und 
» 29 „ WO; „WO“. 
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